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Egmont Münzer t. 


Im September dieses Jahres verschied Egmont Münzer 
in Prag. Der Heimgegangene, der im Jahre 1865 als elftes Kind 
des Taubstummenlehrers Josef Münzer in einem kleinen Orte 
bei Pilsen geboren wurde, studierte an der deutschen Uni- 
versität in Prag und wandte sich nach längerer Assistentenzeit 
bei Ewald Hering sowie Jaksch der inneren Medizin zu. Seit 
1892 wirkte er als Dozent und später als Professor in Prag. 

Neben seiner umfangreichen ärztlichen Betätigung hat 
Münzer eine stattliche Reihe wissenschaftlicher Arbeiten aus- 
geführt. Er ist namentlich durch erfolgreiche Untersuchungen 
auf dem Grenzgebiete zwischen innerer Medizin, Pharma- 
kologie, Neurologie und Biochemie in weiten Kreisen bekannt 
geworden. Besonders hat er wertvolle Beiträge zu der Lehre 
von der Phosphorvergiftung, der Säureintoxikation sowie den 
Darmgärungen geliefert und die klinisch-chemischen Methoden 
nebst den Verfahren zur Messung des Gaswechsels verbessert. 
Als Mensch, Arzt und Forscher hat Egmont Münzer die größte 
Achtung genossen. 
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Über elektive Vitalfärbungen. 
Vorläufige Mitteilung: 


Von 
J. Gicklhorn und R. Keller (Prag). 
(Eingegangen am 14. September 1924, ) 
Mit 12 Abbildungen im Text. 


In verschiedenen Arbeiten hat der eine von uns (Keller) in dieser 
Zeitschrift und an anderen Stellen zu zeigen versucht, daß die elek- 
trischen Potentiale in lebenden Geweben zu den stärksten Faktoren 
der gewöhnlichen Vitalfärbung zu zählen sind!), und daß die Kenntnis 
der hauptsächlichen Elektrizitätsverteilung in Organismen und die 
des kataphoretischen Wanderungssinnes der Farbstoffe die gewöhnliche 
mikroskopische Technik und die mikrochemische Analyse sehr er- 
leichtern und verbessern müsse, auch wenn es sich um rein biochemische 
und morphologische Probleme handelt und nicht um die Aufsuchung 
von Elektrizitätspotentialen. Die nachfolgende Mitteilung gibt eine 
ganz kurze Zusammenfassung dessen, was die verbesserte Methodik 
und die neue Arbeitshypothese in einem 6 Monate dauernden Arbeiten 
auf hydrobiologischem Gebiete an Aufschlüssen gebracht hat, wobei 
von den elektrochemischen Deutungen oder Resultaten größtenteils 
abgesehen wird, also nur die biochemischen und morphologischen Er- 
gebnisse angedeutet sind. Um gleich das für die physiologische Chemie 
interessante Ergebnis vorwegzunehmen, sei hervorgehoben, daß die 
organspezifische Differenzierung nach Einwirkung charakteristischer 
Farbstoffe allein oder in Kombination mit Alkaloiden oder mit anorga- 
nischen Kationen zu einer elektiven Vitalfärbung nicht nur aller bisher 
bekannten Organe von Daphnia geführt hat, sondern auch neue Organe 
zum Vorschein brachte, bekannte Organe genauer abgrenzte und auf 
gewisse Organfunktionen neues Licht warf. 


1) R. Keller, Elektroanalytische Untersuchungen an Nerven, diese 
Zeitschr. 128, 409, 1922. Elektrohistologische Untersuchungen. Prag, Verlag 
Roland, 1920. Die Elektrizität ın der Zelle, 2. Aufl. Mährisch-Ostrau, 
Verlag Kittl. 1924. (Im Erscheinen begriffen.) 
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Die Färbungsmethoden werden, wie an anderer Stelle hervorgehoben, 
nicht eingeteilt nach den üblichen hypothetischen Bezeichnungen (,‚basische‘ 
oder ‚‚saure‘‘ Farbstoffe), sondern nach experimentell kontrollierbaren 
Eigenschaften, nach ihrem Wanderungssinn im elektrischen Feld, nach ihrem 
Dispersitätsgrad (kolloid. molekulardispers, dissoziiert), nach ihren bto- 
chemischen Eigenschaften, soweit diese sich feststellen lassen, z. B. 
Reagenzien auf Oxydations- und Reduktionsorte. 

Zunächst sei hier ein Reduktionsbild (Abb. 1) der Kiemensäckchen von 
Daphnia magna abgebildet mit Silbernitrat oder Kaliumpermanganat, 
daneben schwächer vergrößert ein Gegenbild der Oxydationsorte mit 
reduziertem Methylenblau (Rongalitweiß nach 
Unna) (Abb. 2). Der Kcntrast ist in Wirk- 
lichkeit deutlicher als auf den Photographien, 
die sehr schwierig herzustellen sind, da die Tiere 
gelähmt, aber nicht getötet werden sollen. 








} i is ` ' 
Abb.1. Netzmaschen. Reduktionsorte. Abb. 2. Netzlücken. Oxydationsorte. 


Das Oxydationsbild zeigt die „Lücken‘‘ des Netzes, das Reduktions- 
bild die ‚„‚Maschen‘‘ des Netzes. 

An dem Beispiel dieser Kiemensäckchen sei gezeigt, weshalb wir die 
Kenntnis der elektrischen Faktoren der Lebendfärbung auch für rein mikro- 
chemisch gedachte Fragestellungen für unentbehrlich ansehen. J. B. Ma- 
callum, der in den Handbüchern der Biochemie als klassischer Mikro- 
chemiker angeführt wird und dessen in ihrer Art grundlegende Technik 
zweifellos sehr verdienstlich gewirkt hat, sucht beispielsweise Chlor im 
lebenden oder frisch getöteten Gewebe genau so auf wie im Reagenzglas. 
Er läßt Silbernitrat einwirken, die Fällung (vermeintlich Silberchlorid) wird 
von Licht geschwärzt, also ist Chlor nachgewiesen. Die Pflanzenmikro- 
chemiker kamen sehr bald darauf, daß diese Reaktion nicht einwandfrei 
ist, da auch nahezu chlorfreie Zellbestandteile von Landpflanzen sich mit 
Silbernitrat schwärzten. In Wirklichkeit schwärzen sich die Reduktions- 
orte, die elektronegativen Potentialflächen (Kathoden), also gerade die 
chlorfreien Punkte. Auf diese Weise hat eine Schülerin Macallums in den 
chlorärmsten Zellen des Magens, den Belegzellen der Fundusdrüsen, ver- 
meintliche Chlorsilberniederschläge erhalten. Wir müssen also, auch wenn 
wir eine rein mikrochemische Fragestellung vor uns haben, stets mikro- 
elektrische Kontrollversuche mit chemisch nicht oder wenig reaktions- 
fähigen hochmolekularen Neutralkolloiden anstellen, bevor wir eine rein 
ehemisch-analytische Reaktion sicherstellen. In dem vorliegenden Falle 
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haben wir elektrische Färbungen mit zahlreichen anodischen (negativen) 
und kathodischen Farbstoffen gemacht. Es hat sich ergeben, daß die Oxy- 
dationsorte, die Netzlücken (Abb. 2) mit den Anoden identisch sind, während 
die Reduktionsorte, die Netzmaschen (Abb. 1), sich bisher nicht mit kathodi- 
schen Farbstoffen darstellen ließen, sondern nur mit chemischen Reagenzien 
auf Reduktion. Dies mag technische Gründe haben, da eine feine Cuticula, 








Abb. 5. Sinneskolben. 





die auf den Kiemensäckchen auf- 
liegt, möglicherweise die hoch- 
molekularen oder kolloiden 
Kathodenfarben nicht an die 
innerenReduktionsorte gelangen 
läßt. Die wahrscheinlichere 
Alternative ist jedoch die, daß 
wir es hier wirklich einmal mit 
einer ausschließlich chemisch ver- 
ursachten Färbung zu tun haben, 
daß also in den Kiemensäckchen 
der niederen Tiere (Insekten- 
larven ergeben ähnliche Resul- 
tate)einfarbloser sauerstoffgieri- 
ger Reduktionskörper zirkuliert, 
eindem Hämoglobin der höheren 
Tiere vergleichbarer Sauerstoff- 
überträger. Das Problem er- 
fordert noch genauere Nach- 
untersuchungen. Ohne genaue 
Kenntnis der elektrischen Ein- 
wirkungen ist aber auch der rein 
chemische Teil der Reaktion 
nicht aufzuklären. 

Es folgt nunmehr eine 
Elektivfärbung des Haftorgans 
der jungen Daphnie, in der Mitte 
eine Färbung des Fettkörpers, 
unten eine Elektivfärbung der 
sogenannten „BRiechstäbchen‘“ 
oder „Sinneskolben‘‘ des Tieres. 

Das Haftorgan ist mit ver- 
dünntem Neutralrotsol gefärbt, 
der Fettkörper mit alkalischem 
Säurefuchsin aus Ehrlichs Tri- 
acid, die Sinneskolben mit 
Kongorot. Letzteres Organ 
färben wir mit etwa 30 Farb- 
stoffen kathodischen Wande- 
rungssinnes elektiv aus. Es ist 
auffallend stark negativ geladen. 
Prof. Peterfi, Jena, hatte die 
Güte, mit seinem Mikromani- 


pulator diese Gebilde elektrometrisch zu prüfen. In 22 Messungen fand er 
sie lebend negativ, tot ohne Ladung. Auch wir hatten beobachtet, daß 
unmittelbar nach dem Tode der Tiere die kathodische Färbung ausbleibt, 
dies aber Herrn P£terfi nicht vorher mitgeteilt. 
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Wir haben auch die peripheren Ganglienzellen der ‚Riechstäbchen“ 
samt Nervenzu- und -ableitung elektiv ausgefärbt, ferner das dazu- 
gehörige Neuron im Hirn, schließlich die Weiterleitung aus dem Hirn 
zum Bauchmark. 


Isolierte Neurone, die bisher unseres Wissens niemals lebend aus- 
gefärbt wurden, lassen sich schwer scharf photographieren, da die 
lebenden Tiere sehr unruhig sind und ein ganzes Neuron stets in 
verschiedenen Bildebenen liegt!). Die Riechstäbchen (8 oder 9, je 








Abb.6. Stirnsinnesorgan. 


nach der Spezies) münden in eine einzige Ganglienzelle, die sich allein 
unter den (46) Ganglienzellen des Daphnienhirns färbt. Die Zahl 46 
der Ganglienzellen läßt sich in einem gegebenen Falle nach unserer 
Methodik mit Vitalblau leicht demonstrieren. Die hier folgende 
Zeichnung (Abb. 6) zeigt das Stirnsinnesorgan der Daphnie, welches 
ebenfalls in eine einzige Ganglienzelle im Hirn mündet, die Zeichnung der 
Mitte die drei glatten Muskeln des Auges mit einem Teil des Augen- 
ganglions und drei von den Augenmuskelfasern schräg abgehenden 


!) Anmerkung während der Drucklegung: Neuestens gelang auch die 
Fixierung der Nervenbilder und isolierten Neurone durch ein Kriställchen 
von Ammonpikrat, das vorsichtig an den Rand des Präparats gelegt 
wird und sich langsam auflöst. 
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Nervenfasern, die zum Hirn ziehen und dort in drei Ganglienzellen 
einmünden!). 

Von diesen gehen die Nervenfasern in das erste Beinpaar. 

Das Kongorotbild des Darms zeigt die scharfe Abgrenzung des Darm- 
epithels beim Übergang in den Enddarm. 

Färbungen von frischen Gefrierschnitten der Nerven mit Oxy- 
dations- und Reduktionsagenzien sind schon von Unna, von lebenden 
Objekten mit Rongalitweiß von Kreibich gemacht worden. Unna 
beschrieb die Nerven als Reduktionsorte, Kreibich als Oxydationsorte. 





Abb. 7. Innervierung der Augenmuskeln. 


Beide Autoren haben recht. Wir können die Nerven an demselben Tiere 
je nach seinem Zustand als Reduktions- und als Oxydationsort durch 
Ablassen und neuerliche Färbung demonstrieren. Die Richtung der 
Bläuung ist von außen nach dem Hirn, die Entfärbung (Reduktion) 
verläuft in der Regel umgekehrt (entsprechend der negativen Richtung 


1) Im Original ist immer nur das betreffende Organ gefärbt, beispielsweise 
Nervenfasern und Ganglienzellen blau und die Muskelfasern ungefärbt, so 
daß also das Präparat viel deutlicher ist, als ein Schwarzweißdruck es 
wiedergeben kann. — Die Bilder der ruhenden Tiere sind nach einem neuen 
Verfahren von Wenzel Pálka (Prag) direkt mit dem Raster auf ein Negativ 
und von diesem auf Zink übertragen. Es wird dadurch Material erspart 
und das Mitphotographieren des Papierkorns vermieden. 
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des Kathodenstromes). Auch der Strychnintetanus läßt sich auf diese 
Weise färberisch als Negativitätswelle demonstrieren. 

Wir färben ferner elektiv mit reduziertem Neutralrot die Speichel- 
drüsen des Tieres, das Haftorgan, mit Methylenblau den Tlegumentariusnerv 
mit peripheren Sinneszellen und Zentralganglienzellen, ferner das schlagende 
Herz, das von der Firma Zeiss in einem Film aufgenommen worden ist. 

Die Riechstäbchen erscheinen nach unseren Versuchen als chemo- 
rezeptives Organ. Eine Kombination von Rongalit-Methylenblau mit 
einer Spur Cocain färbt die Nerven der Riechstäbchen elektiv, ebenso 
dessen periphere Ganglien, die Nervenfasern zum Hirn, das Neuropil 





A e e \ en 


Abb. 8. Abb. 9. 
Innenmembran des Darms mit Kongorot. Schalendrüse alkalisch. 
im Hirn samt Weiterleitung zum Bauchmark. Ganglienzellen ohne 
Nervenfasern färbt, wie schon erwähnt, das anodisch wandernde 
Vitalblau. 

Bemerkenswert ist die Schalendrüse, die als Nephridialorgan des 
Tieres angesehen wird. Sie läßt sich mit Leuko-Vitalblau elektiv als 
Ganzes darstellen. Mit Methylenazur, das durch Chlorwasserstoffdampf 
mit einem Stöpsel aus einer Flasche konzentrierter Salzsäure leicht 
angesäuert ist, läßt sich der eine Teil der vielfach geschlungenen Drüse, 
offenbar der sezernierende und der Unterteil inklusive dem äußeren 
Bogen ohne das Endsäckchen allein färben, mit demselben Farbstoff 
in alkalischer Lösung der komplementäre Teil der Drüse. Man beachte, 
wie diese Daphnienniere die Farbstoffe konzentriert und diese kristal- 
linisch im Endsäckchen und in der Basalschleife als lange Kristall- 
nadeln ausscheidet. 
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Die Mehrzahl der abgebildeten Elektivfärbungen ist mit Methylenblau 
gemacht, welches man in allen Handbüchern als Base bezeichnet findet. 
Schon 1913 hat Bethe auf dem Physiologenkongreß in Groningen Versuche 
mitgeteilt, daß Methylenblau wohl in saurer Lösung (gewöhnliche Lösungen 
von Methylenblau ohne Alkalizusatz sind stets sauer) zur Kathode wandert. 
in Kochsalzlösung jedoch und in alkalischer Lösung, also annähernd unter 
den Verhältnissen des tierischen Säftemilieus gleichzeitig zur Anode und zur 
Kathode wandert. Bethes Veröffentlichungen und ähnliche Mitteilungen 
anderer Experimentatoren fanden keine Beachtung. 


Wir haben der Aufklärung der Wanderungsrichtung des Methylenblaus 
wegen seiner grundsätzlichen Bedeutung zahlreiche neue Versuche gewidmet. 
Nach unserem Dafürhalten wandert reines Methylenblau in reinem Wasser 
überwiegend zur Anode, was aber ein subjektiver Eindruck sein mag. Wir 
haben Herrn Dr. A. Lasnitzki ersucht, im Laboratorium Prof. Dr. Rona 
Berlin, einige Kontrollversuche mit Methylenblau. zu machen und die Go 
des verwendeten Methylenblaus zu messen. Lasnitzki gelangte zu dem 
Resultat, daß die pg 0,2proz. Lösung in dem verwendeten kohlensäure- 
haltigen (e 5,78 gemessenen) destillierten Wasser 4,17 ist, also eine Säure- 
lösung, die nicht viel schwächer ist als eine mittelstarke Mineralsäure. Nach 
diesem Meßresultat könnte man die als Methylenblauchlorid bezeichnete 
Verbindung mit mehr Recht als eine Chlormethylenblausäure bezeichnen. 
In Wirklichkeit ist der reine Farbstoff ein typisch amphoteres Kolloid. 
das polydispers ist und wahrscheinlich auch ein dissoziiertes Methylenblau- 
chlorid neben anderen schwer charakterisierbaren Verbindungen enthält. 
Im lebenden Objekt wird es vermutlich von anderen Kolloiden adsorbiert 
und wandert kataphoretisch mit diesen. Versuche mit Eiweißlösung er- 
gaben aber ebenfalls keine reine Wanderung nach einer Elektrode. Auf 
unser Ersuchen hat Priv.-Doz. Dr. R. Fürth im physikalischen Institut der 
deutschen Universität in Prag die Untersuchung der Kataphorese des 
Farbstoffs neuerlich in Angriff genommen. Bis jetzt hat sich sowohl bei 
Lasnitzkis als bei Fürths Versuchen im alkalischen Milieu keine entschiedene 
Wanderungsrichtung nach einem Pol ergeben, sondern das Blau wandert 
wie bei Bethe nach beiden Polen. Fürth hat hierauf den Farbstoff von 
Eigelb adsorbieren lassen, welches alle lebenswichtigen Stoffe der lebenden 
Zelle enthält, vor allem sehr viele Lipoide, deren Zusammenhang mit der 
Vitalfärbung seit Overton-Meyer immer wieder mit Entschiedenheit be- 
hauptet worden ist. Die entstehende grüne Schliere wandert nun rein und 
eindeutig in Alkali zur Anode, und geht mit dem Eigelb in Säure zur Kathode. 
Damit ist die Übereinstimmung mit der physiologischen Wanderungs- 
richtung des Methylenblaus hergestellt, da Methylenblau in Geweben immer 
mit Proteinen und Lipoiden zusammentrifft und die Frage, wie reines 
Methylenblau in reinem Wasser wandert, nur mehr chemisch-physikalisches 
Interesse hat. 


Von physiologischem Interesse ist besonders die Klarheit der 
Demonstration organspezifischer Differenzierung. Mit den identischen 
Färbungsmethoden der Riechstäbchen ergaben sich auch bei Cyclops 
neue, bisher nicht beschriebene chemorezeptive Organe samt einer dazu- 
gehörigen Innervierung, die nahezu sicher trotz äußerlich verborgener 
morphologischer Analogie diesem Organ physiologisch gleichwertig ist. 
Die Aufdeckung der elektiven Ovariumfärbung bei Daphnien ergab 
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sofort eine elektive Ovariumfärbung auch bei Cyclops. Sehr instruktiv 
ist die sichtbar fortschreitende Färbung der Ganglienzelle, erst halb, 
dann ganz, gewöhnlich mit Freilassung einer Kernzone, dann das Weiter- 
schreiten der Färbung in der auslaufenden Nervenfaser, die sich allein 
in einem Bündel farbloser Fibrillen färbt. Dieser Vorgang wurde schon 
1902 von Kolmer gesehen und richtig beschrieben, aber anscheinend 
nicht weiter beachtet, da die Nachprüfung mit der alten Methodik 
mißlang. 


Die genauere Beschreibung der erzielten Resultate mit Rezepten, 
Zeichnungen und Photographien geschieht in verschiedenen, vorwiegend 
anatomisch-morphologischen Zeitschriften. Zum Schluß einige Photo- 
graphien des Eierstocks (Abb. 10) mit Brillantkresylblau (reduziert) elektiv 
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 Abb.10.. Ovarium. Abb, 11. Glatte Muskulatur. 


gefärbt, der glatten Muskulatur des Darms und des Hepatopankreas (Abb. 11) 
und der Fischeldrüse (Abb. 12), in der man ein Organ der inneren Sekretion 
vermutet. Die glatten Muskeln sind mit Leukomethylenblau, die Fischel- 
drüse mit anodischem Vitalneurot gefärbt. 

Ein Nebenresultat der mit gleich geladenen und chemisch sehr ` 
ähnlichen Farbstoffen geführten systematischen Untersuchung lebender 
Tiere und Pflanzen ist das reine Hervortreten des Faktors der Disper- 
sität, welcher, wie man schon immer gewußt hat, die Vitalfärbung in 
hohem Grade beeinflußt. Wir haben den Eindruck gewonnen, daß die 
durch das leichte, nahezu widerstandslose Eindringen der Leuko- 
farbstoffe erzielten Effekte, die sich von den Färbungen mit den be- 
treffenden, fertig oxydierten Farbstoffen stark unterscheiden, im 
allgemeinen nicht eine Wirkung des besonderen chemischen Charakters 
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der reduzierten Verbindungen sind, sondern eher der feinen Dispersität 
dieser Reduktionskörper zuzuschreiben sind. In der Regel sind die 
farbigen Stoffe kolloid oder polydispers, die reduzierten farblos oder 
gelblich, immer aber unter sonst gleichen Umständen fein disperser 
bis molekular oder iondispers. 

Die Tatsache, ob eine Verbindung gefärbt ist oder nicht, ob sie 
auf der menschlichen Netzhaut Wirkungen hervorruft oder nicht, ist 
objektiv biochemisch kein wesentlicher Unterschied. Wir glauben, 
daß wir, indem wir die Wege des Transportes und der Oxydation von 
gefärbten und ungefärbten feindispersen bis kolloiden leicht oxydier- 
baren Verbindungen im lebenden Organismus sichtbar machen, auch 
Aufschlüsse über Verteilung, Transport und Oxydation der ungefärbten 
Nahrungsstoffe gewinnen können. 

Die auffallendste biochemische Beobachtung, die sich bei der 
Untersuchung von lebenden Nerven mittels der Vitalfärbung ergibt, 
und die auch schon Kolmer über- 
rascht hat, ist die starke Reduk- 
tionskraft der tierischen Nerven 
während ihrer Tätigkeit. Zum 
Zwecke der Erzielung von Rot- 
färbungen, die sich besser zum 
Photographieren eignen, haben 
wir mit Safranin (Nervenfärbung 
fleischrot), mit Neutralrot (Nerven- 
| färbung himbeerrot), Janusgrün 

Abb. 12. Fischeldrüse. (Nerven blau, überhaupt erscheinen 

alle Färbungen von Indikatoren in 

der Säurefarbe, Anodenfarbe), Toluidinblau, Thionin und andere, immer 
in Verbindung mit Rongalit oder Natriumhydrosulfit gefärbt. Aber 
diese Färbungen wurden sehr leicht reduziert, sei es durch das Spiel der 
zugehörigen Muskeln, sei es durch Sauerstoffmangel beim Bedecken des 
Tieres mit einem Deckglas. Schließlich gelang es, Nervenfärbungen nach 
vielen vergeblichen Versuchen auch mit dem Leukoindigo der technischen 
Färber zu erzielen. Dieser sehr echte Farbstoff, der gegen Säuren, 
. Basen und die üblichen Lösungsmittel ungemein widerstandsfähig ist 
und den die technischen Färber nur in der Wärme reduzieren, da die 
Reduktion in der Kälte sehr schwierig ist, wurde nach vielen vergeblichen 
Versuchen schließlich aufgenommen, womit wir hofften, dauerhaftere 
Färbungen erzielen zu können. Allein auch dieser so schwer reduzierbare 
und schwer lösliche Körper wurde vom Daphniennerv spielend schnell 
in der Kälte zum farblosen Leukoindigo reduziert. Die Makrophysiologie 
hat schon seit dem vorigen Jahrhundert gewußt, daß der Nerv unter 
den tierischen Geweben die schwächste Atmung besitzt, während 
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seiner Tätigkeit sehr wenig Sauerstoff verbraucht und auch nur geringe 
Mengen Kohlensäure ausscheidet. Dabei hat der Makrophysiologe 
niemals reine Nervenfasern unter Beobachtung, sondern immer nur 
Nerven mit ihren natürlichen Begleitern, Scheidenzellen, Gefäßen, 
hier und da mit mikroskopischen anderen Zellarten vermengt, die 
alle normal atmen. Bei der mikroskopischen elektiven Nervenfärbung 
aber gewinnt man manchmal den Eindruck, als ob die Nervenfibrillen 
überwiegend reduzieren, sozusagen in einer gewissen Phase ihrer Tätig- 
keit einen negativen Faktor der Atmung bilden. Jedenfalls zeigen sie 
eine allgemeine biochemische Regel, die Kopplung der Oxydationen 
mit gleichzeitigen Reduktionen, in besonders starkem Maße. Man 
erinnert sich dabei daran, daß Neuberg und seine Schule bei der ge- 
naueren Aufhellung der anaeroben Gärung bei jeder der entdeckten 
Teiloxydationen eine entsprechende Gegenreduktion auffanden, daß 
Hill und Meyerhof bei der genauen Analyse der Zuckeroxydation 
während der Muskelkontraktion ebenso zu jeder Oxydation eine parallele 
Reduktion auffanden, so daß die schließliche Zuckerverbrennung zu 
Kohlensäure nur mit einem kleinen Bruchteil des umgesetzten Materials 
vor sich geht. Beim Nerven nun ist infolge seiner besonders schwachen 
Atmung der Reduktionsfaktor offenbar noch stärker. Wir haben mehr 
als 30000 Daphnien mikroskopiert, annähernd die Hälfte mit Färbungen 
der lebenden Nerven. Ein klares Bild des chemischen Vorganges unter 
normalen Verhältnissen haben wir bisher noch nicht gewonnen. Wenn 
wir annehmen dürften, daß der Transport der anodisch wandernden 
Fettsäuren, Zucker in der lebenden Zelle sich vollzieht wie der der 
chemisch und kolloidcehemisch nicht ganz unähnlichen Leukofarbstoffe, 
deren Dispersitätsgrad dem der Fettsäureanionen nahekommen dürfte, 
so hätte der periphere Nerv neben seiner Leitungsfunktion, seiner 
Reizmultiplikatorfunktion, noch die eines Energieakkumulators. Unter 
normalen Umständen würden an seinen mit Methylenblau blauen 
Fibrillen (entsprechend der Superoxydplatte eines Akkumulators) 
leicht sauerstoffabgebende oder, im Falle des sauerstofffreien Methylen- 
blaus, wasserstoffaufnehmende Anodenkörper sitzen, an der Zellgrenz- 
fläche gegenüber, bei markhaltigen Nerven in der stark reduzierenden 
fetthaltigen Markscheide, leicht verbrennliche sauerstoffaufnehmende 
oder wasserstoffabgebende Körper (entsprechend der Bleiplatte des 
Akkumulators). Während der Nerventätigkeit würde dann das System 
die ungesättigten Fettsäuren der Markscheide mit Hilfe der Oxydations- 
mittel auf der Fibrillenoberfläche oxydieren können, ohne daß eine 
ununterbrochene Sauerstoff- oder Brennstoffzufuhr von außen nötig 
wäre. Auch im Protoplasma der lebenden Ganglienzellen färben sich 
Granula mit Leukofarben, sie enthalten also ebenfalls Oxydations- 
zentren wie die Oberfläche der Fibrillen. 
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Trotz der starken Reduktionskraft der Nervenoberfläche während 
gewisser Phasen ihrer Tätigkeit — und in allen Fällen bei Sauerstoff- 
mangel — ist es auffällig, daß bei der Behandlung mit sehr verdünnten. 
fein dispersen, leicht oxydablen Leukofarbstoffen diese Punkte es sind, 
die sich gewöhnlich bei Überschuß an Sauerstoff zuerst bläuen, also 
als die sauerstoffreichsten Punkte des Tieres in die Erscheinung treten. 
Tötet man das Tier schnell, z. B. durch starke Gifte oder durch Hitze. 
so wird die Färbung rasch diffus blau, rascher, als der Farbstoff im 
Protoplasma wandert. Es sieht so aus, als ob das Leukomethylenblau 
überall eingedrungen wäre, während der Ruhe des Tieres hauptsächlich 
am Nerven oxydiert wird, unter gewissen Umständen allerdings auch 
am Muskel und an anderen Organen. 

Noch eine andere Beobachtung mehr negativer Natur ist erwähnens- 
wert, die die Färbung der generativen Zellen und Zellteile betrifft. 
Es ist eine alte Erfahrung der Lebendfärbung, daß sich der Zellkern 
lebend nicht färben läßt. Auch mit unserer verbesserten Technik, 
mit den feinst dispersen positiven und negativen Reagenzien vermochten 
wir trotz maximaler Durchfärbung des ganzen Tieres oder ganzer 
Pflanzen in lebende Kerne nicht einzudringen. Ferner ist es uns ge- 
lungen, selbst das Ovarium elektiv zu färben, aber nur dessen somatische 
Zellelemente und Reservematerialien (Dotterzellen), niemals die Eizelle 
selbst oder eine fertige Spermazelle auf dem Wege der Beeinflussung 
durch den elterlichen Organismus. Diese Zellen, die dazu bestimmt 
sind, die Träger der erblichen Eigenschaften zu sein, was ebenso gilt 
für die Generationszellen der hochdifferenzierten Organismen wie für 
den Zellkern jeder einzelnen noch teilungsfähigen somatischen Zelle 
(M. Heidenhain), setzen dem Eindringen von noch so leicht permeieren- 
den positiven oder negativen Stoffen einen sowohl chemisch als elektro- 
chemisch zunächst unerklärlichen Widerstand entgegen. Wir glauben, 
daß wir in der negativen Erfahrung, für die sich zahlreiche Belege 
auch aus der älteren Vitalfärbungsliteratur anführen ließen, den mikro- 
chemischen Ausdruck der Grunderfahrung des Mendelismus erkennen 
dürfen, daß Vorgänge und Erfahrungen im elterlichen Organismus 
(mendelistisch: erworbene Merkmale) nicht auf die Erbfaktoren des 
Keimes einwirken. 


Von außen, also nicht durch den elterlichen Organismus hindurch, 
ließen sich auch Generationszellen leicht anfärben. So z. B. färben sich die 
reifen, sehr negativen Spermatophoren von Cyklops ganz elektiv mit kathodi- 
schen Mitteln, mit Eisenchloridlösung und darauffolgenden Eisenreagenzien 
wie Schwefelammonium, mit Kongorot, Benzazur usw. 


Zusammenfassung. 
l. Eine gewisse Kenntnis der elementaren elektrischen Vorgänge 
in" der Zelle ist auch für den elektrophysiologisch nicht interessierten 
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Biochemiker nützlich, da er sonst in Gefahr kommt, mikrochemische 
Analysen fehlerhaft zu deuten. 

2. Durch systematische Einteilung der Farbstoffe nach ihrem 
elektrischen Wanderungssinn, nach ihrer Dispersität und unter Berück- 
sichtigung des Ladungssinnes der Zellelemente gelingt es, im lebenden 
Tiere jedes einzelne Organ spezifisch auszufärben und seine Oxydations- 
und Reduktionskräfte an sichtbaren Farbkörpern zu demonstrieren. 

3. Überraschend ist die starke Reduktionstätigkeit der Nerven 
während ihrer Tätigkeit. Zugleich sind dieselben Zellelemente unter 
bestimmten Umständen auch auffallende Oxydationsorte. 

4. Durch Kombination von Farbstoffen mit Alkaloiden gelingt es, 
einzelne Neurone, periphere Sinneszellen, Nervenfasern, Ganglienzellen 
des Zentralnervensystems am lebenden Tiere gesondert von den übrigen 
auszufärben und während des Lebens zu beobachten, wieder zu redu- 
zieren und aufs neue zu färben. 

5. Es ergeben sich aus den elektiven Färbungen Vermutungen 
über Wanderung, Oxydation, Wiederreduktion und schließlichen Ver- 
brauch der ungefärbten Nahrungsstoffe. 

6. Durch Färbungsversuche mit Stoffen, die nach ihrem Wan- 
derungssinn, Dispersitätsgrad, chemischen Charakter geordnet sind, 
erhält man durch systematische Variation dieser Faktoren nicht bloß 
einen Überblick über die charakteristischen Grenzflächenpotentiale 
von Organen und Zellen, sondern auch chemische Korrelationen bestimmter 
organischer und anorganischer Stoffe zu bestimmten Organzellen und 
Zellteilen. 


Bereitung von Standards 
zur kolorimetrischen Bestimmung des Trypsins. 


Von 
J. A. Smorodinzew und A. N. Adowa. 


(Aus dem Laboratorium für biologische Chemie der zweiten Moskauer 
staatlichen Universität.) 


(Eingegangen am 5. August 1924.) 


Es ist durch zahlreiche Untersuchungen festgestellt worden, daß 
Trypsin auf die verschiedenen Eiweißkörper nicht gleiche Wirkung 
ausübt!). Um auf den Verlauf der Trypsinverdauung unter dem Einfluß 
gewisser Faktoren ein Licht zu werfen und die Tryptase im Medium 
quantitativ zu bestimmen, ist es oft wichtig, den Grad des Verdauungs- 
vermögens der verschiedenen Substrate aufzuhellen. 

Zu diesem Zweck sind Methoden vorgeschlagen worden, die auf 
der Verflüssigung der Gelatine?), auf der Verdauung des geronnenen 
Hühnereiweißes?), des Serumalbumins®), des Caseins®) und des Fibrins®) 
beruhen. Dieses letzte Verfahren ist sehr bequem, doch wird das Fibrin 
im allgemeinen von Trypsin schwerer als von Pepsin gelöst, und lassen 
sich mittels dieses Eiweißkörpers kleine Tryptasemengen schwerer 
erkennen. Bei längerem Digerieren in einem alkalischen Medium 
wird die Beobachtung durch die Invasion von Bakterien oft erschwert. 


1) J. A. Smorodinzew, Die Fermente des Pflanzen- und Tierreichs 8, 
35 (russisch), Moskau 1922. 

2) C. Fermi, Arch. f. Hyg. 55, 146, 1906; E. Hankin und F. F. Wesbrook, 
Ann. Past. 6, 637, 1892; G. Linossier, Soc. biol. 52, 288, 1900. 

3) S. G. Mett, Arch. f. Physiol. 1894, S. 68; A. Samoylow, Arch. des 
sciences biol. (russisch) 2, 714, 1892. 

4) E. Müller und G. Jochmann, Münch. med. Wochenschr. 58, 1393, 
1507, 2002, 1906. 

5) Thomas und Weber, Zentralbl. f. Stoffwechs. 2, 1901; H. Bierry und 
V. Henri, Soc. biol. 54, 667, 1902; W. Löhlein, Hofmeisters Beitr. 7, 120, 
1906; O. Gross, Arch. f. exper. Pathol. 58, 157, 1907; Berl. klin. Wochenschr. 
45, 643, 1673, 1908; M. Mandelbaum, Münch. med. Wochenschr. 56, 2215, 
1909. 

6) H. N. Vernon, Journ. of Physiol. 26, 406, 1900; 80, 330, 1903. 
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Färbung des Fibrins erhöht die Sensibilität der Methode. Während 
wir aber für das Pepsin im Karmin ein vorzügliches Färbemittel be- 
sitzen, ist die Bestimmung des Trypsins in dieser Beziehung schwieriger. 
Es ist schwer, einen Farbstoff zu wählen, der in Wasser und Soda nicht 
löslich wäre. Diese Eigenschaft besitzt Magdalarot, aber es ist verhältnis- 
mäßig teuer, und es wird zurzeit fast nicht mehr fabriziert, weshalb 
wahrscheinlich Gehrigs!) kolorimetrische Methode mit Magdala keine 
Verbreitung gefunden hat. 

In Grützners Laboratorium prüfte Palladin?) zu diesem Zweck eine 
große Anzahl von Farbstoffen und gab den Vorzug dem alkoholischen 
Blau. (Diphenylrosanilin, Spritblaubläulich.) Dieser Farbstoff ist 
in Wasser ganz unlöslich, löst sich aber sehr leicht in Alkohol und ziem- 
lich gut in Glycerin. Die weingeistigen Lösungen dieses Farbstoffs 
haben einen violettblauen Ton, der durch Zusatz von 0,5- bis lproz. 
Soda in einen roten übergeht. Eine 0,1l proz. Sodalösung ändert den 
Farbton nicht. Palladın färbte Fibrin, indem er es während 48 Stunden 
in einer gesättigten weingeistigen Lösung des Farbstoffs digerieren 
ließ. Weingeist verdichtet das Fibrin und macht es der Verdauung 
weniger zugänglich, worunter die Sensibilität der Methode leidet. Es 
ist daher vorzuziehen, Fibrin mit einer Glycerinlösung des Farbstoffs zu 
färben und den Eiweißstoff in derselben Flüssigkeit aufzubewahren. 
Das Glycerinfibrin wird um fünf- bis siebenmal schneller verdaut als 
das in Weingeist aufbewahrte®). Palladin setzte seinen Standard- 
lösungen keine Antiseptika zu, daher gingen sie bald in Fäulnis über 
und veränderten ihre Farbe. Ein anderes Übel in Palladins Verfahren 
besteht darin, daß der Farbstoff in der Flüssigkeit nicht gelöst, sondern 
suspendiert ist und man beim Vergleich genötigt ist, die Reagenzgläser 
umzustürzen. Zur Vermeidung dieser Übelstände der Methode ver- 
suchten wir zu bereiten: 1. Standardflüssigkeiten mit Antiseptika, 
2. Glycerinstandards mit einer Farbstofflösung und 3. Standardlösungen 
zur Bestimmung der tryptischen Kraft trüber Extrakte zu verwenden. 

Bereitung gefärbten Fibrins. Sorgfältiggewaschenes frisch gewonnenes 
Fibrin wird ausgepreßt, zweimal durch die Fleischhackmaschine geführt, 
mit der Schere auf einer Glasplatte zerkleinert und in Glycerin gelegt, 
welches 0,05proz. Diphenylrosanilin enthält (Ceres blau III, Spritblau- 
bläulich, Bauer Co.). Behufs gleichmäßigerer Färbung verrührt man 
das Fibrin mit einem Glasstäbchen ; nach 24 Stunden ist es zum Gebrauch 
fertig. In der Farbstofflösung läßt sich das Fibrin lange aufbewahren. 

Bereitung der Standardflüssigkeiten. Das gefärbte Fibrin wird auf 
dem Sieb mit Wasser gewaschen, eine Zeitlang (1 Stunde) in O,1proz. 


1) F. Gehrig, Pflügers Arch. 88, 35, 1886. 
2) A. Palladin, ebendaselbst 134, 337, 1910. 
3) W. Waldschmidt, Pflügers Arch. 148, 189, 1911. 
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Sodalösung digeriert, mit derselben Lösung abgespült, abgepreßt und 
noch einmal mit der Schere auf der Glasplatte zerkleinert. Sechs 
Reagenzgläschen beschickt man mit je 0,3g abgepreßtem Spritblau- 
fibrin, 13,5ccm O,lproz. NaHCO,-Lösung und 1,5 ccm einer Loo, 
Pankreatinlösung in 0,1l proz. NaHCO,. Die Reagenzgläschen werden 
in ein Wasserbad bei 40° gebracht und unter Umschütteln alle 5 Minuten 
bis zu völliger Verdauung darin gelassen. Nachdem alles Fibrin verdaut 
ist, enthalten alle Reagenzgläschen eine dunkelblaue Flüssigkeit. Man 
vermischt den Inhalt aller und bereitet daraus die Skala. 


Tabelle I. Toluolstandard!!). 














S GT ee 
3 der verdauten Wassermenge an feuchtem Bezeichnung 
der Reagenz- Flüssigkeit Fibrin der Farbe 
2 gläschen ccm ccm Ä g 
Se, e | es j Ä 
oOo 1 | 14 0,02 a | 
2 i 2 13 0,04 I 1 m sämtli 
30.038 12 0,06 m INL, 
4 l 4 11 0,08 IV pí wurde Toluol 
5 | 5 10 0,10 V ‚[ binzugefügt 
6 " 6 9 0,12 VI | 


Tabelle II. Fluorstandard. 


In den Standards mit NaF wurde ein Teil des Wassers durch 0,6 proz. 
Fluormatriumlösung ersetzt. 










































Nr. Quantität Gehalt | | Gehalt 
der verdauten an 0,6 proz. Wassermenge | an feuchtem Bezeichnung 
der Reagenz- Flüssigkeit NaF Fibrin der Farbe 
fie | cm Ise | e j g BR 
Br | F o Së _ ht 
1 | 1 7 7 0,02 I 
2 2 7 6 0,04 II 
3 3 | 7 5 0,06 III 
4 | 4 7 4 0,08 IV 
5 { 5 i 3 0,10 V 
6 l! 6 7 2 0,12 vi 
Tabelle III. Glycerinstandard. 
u | Quantität ` | ` | Gebatt a 
Nr. der der verdauten Glycerinmenge an feuchtem Bezeichnung 
Reagenzgläschen Flüssigkeit der Farbe 
TE Dee ee GE Gen eur) Sun en 
1 | 1 14 
2 i 2 13 
3 | 3 12 
4 4 11 
5 5 10 
6 |i 6 9 


1) Palladins Standards bereitet man ganz gleich, nur keine Antiseptika. 
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Tabelle IV. Wöässeriger Glycerinstandard. 








Nr | Quantität | ! Gehalt | 
der verdauten | Glycerinmenge 1 Wassermenge | an feuchtem ; Bezeichnung 
der Reagenz« 1 Flüssigkeit Fibrın | der Farbe 
däshn | ees | m | cem Il 
E E 7 0,02 I 
2. 2 | 7 6 004 II 
3 j 3 7 5 ' 0,06 III 
A ı 4 7 | 4 | 0,08 IV 
5 | 5 7 | 3 0,10 V 
6 6 7 | 2 0,12 VI 


Alle Reagenzgläschen wurden mit Kautschukpfropfen verkorkt 
und an einem lichtgeschützten Ort aufbewahrt. 

In den Fluor- und Toluolstandards hatte sich der Farbstoff nicht 
vollständig gelöst, und die Reagenzgläschen mußten beim Vergleich 
umgestürzt werden. In den Glycerin- und wässerigen Glycerinstandards 
bildet der Farbstoff eine gleichmäßig gefärbte Lösung ohne Niederschlag. 
Nach 6 Tagen zeigten die Palladinstandards eine Trübung und eine 
Farbenveränderung. 

Nach 10 Tagen zeigten sämtliche Standards, mit Ausnahme des 
Glycerinstandard, im Vergleich zu den nach Palladin frisch zubereiteten 
eine sichtliche Entfärbung (Tabelle V). | 

Bezeichnungen: < etwas heller, `> dunkler, I bis II Mitte 
zwischen I und II. 














Tabelle V 
FT Scene 
derRoagenz. Ä standards Fluorstandard | Toluolstandard l Glycerin» | Glycerin. 
gläschen | nach 10 Tagen | | standard | standard 
Ke SET A erh SCT Waad END = 8 SE "ae y CS Ka E z 
< I <I., < I I !© 
2 < II e pos < II II II 
3 < III < I = II III | III 
4 < IV «HII ı — III IV | IV 
5 | <v SHI ` III—IV y V 
6 ı < VI > IV = IV— V VI VI 





In den darauf folgenden Tagen ging die Enttärbung weiter und 
zeigte nach 20 Tagen im Vergleich zu dem frisch bereiteten Palladin- 
standard folgendes Bild (Tabelle VI). 














Tabelle VI. 
; ' | z 
Nr. Palladin. ! = Wässeri 
de Reageni | Standards Fluorstandard | Toluolstandard | E | Glycerine- 
gläschen || nach 20 Tagen | standard | standard 
1 ne I ı | a 
2 < I <I I! < I IT | II 
3 = I <I | = II UI | III 
4 I—IJ = l I—II IV IV 
5 , DI trüb I—III V V 
6 N — | — cs III VI VI 


t 
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Nach 40 Tagen blieb die Färbung des Glycerinstandard im Ver- 
gleich zu den frisch bereiteten Palladinstandards unverändert. Der 
Versuch ist wiederholt worden und ergab ein analoges Resultat. 

Auf Grund dieser Versuche betrachten wir die wässerigen Glycerin- 
standards, die die gleiche Quantität Glycerin enthalten, als die praktisch- 
sten, da der Farbstoff eine gleichmäßig gefärbte Lösung bildet, die zur 
Vergleichung mit der zu prüfenden Flüssigkeit gut verwendbar ist, 
und der Standard sich wochenlang unverändert halten kann. 

Zur Bestimmung der tryptischen Kraft in frischen trüben Extrakten 
aus Drüsen dürfen die Standardlösungen nicht mit Wasser, sondern 
müssen mit derselben milchtrüben Flüssigkeit verdünnt werden, wo- 
nach es leicht ist, sie zu vergleichen. Die Vergleichung mit dem 
Standardreagenzgläschen wird alle 5 bis 10 Minuten!) vorgenommen. 








Tabelle VII. 
Beispiel: Anfang der Verdauung 12 Uhr 55 Minuten. 
Nr. "es der 1 proz. | | E | l 
der Reagenz» Pancrestinlösung , 1Std. 5Min. 1Std. 15 Min. | 1 Std. 25 Min. 
gläschen + H30 bis 15 ccm i 
8 15 -II <V =y 
3 12 II—III > IV = VJ 
3 10 | | < IV = IV 
4 5 I | <m — III 
S EE 1 ie 


Mit diesen Modifikationen gibt Palladins Methode gute Resultate 
bei der Erforschung der tryptischen Kraft der Extrakte. 


1) Wobei der Inhalt in den zu prüfenden Reagenzgläschen durch Um- 
stürzen dieser durchmischt werden muß. 
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Über Urochromogen und Urochrom, 
nebst einem weiteren Beitrag zur Kenntnis des U-Stoffes. 


| Von 
Wm. 0. Moor (Leningrad). 


(Aus dem chemischen Laboratorium der russischen Akademie, 
der Wissenschaften.) 


(Eingegangen am 17. September 1924.) 


Bei Durchsicht der Literatur, die sich auf die Oxyproteinsäuren 
und auf das Urochrom bezieht, erregten die Arbeiten von M. Weiss 
über die quantitative Bestimmung des Urochromogens!) meine be- 
sondere Aufmerksamkeit. 

Das Verfahren von Weiss besteht in kurzem darin, daß er den Harn 
mit Ammonsulfat sättigt, hierauf das Filtrat mit Wasser zwei- bis viermal 
verdünnt und zu 10 ccm des verdünnten Harns eine lprom. Permanganat- 
lösung tropfenweise hinzufügt. Dabei färbt sich der verdünnte Harn mit 
jedem Tropfen der hinzugefügten Chamäleonlösung mehr und mehr gelb. 
Weiss schreibt diese Erscheinung dem Umstande zu, daß pathologische 
Harne ein Urochromogen enthalten, das durch Oxydation mittels KMnO, 
in Urochrom übergeführt wird. 

Bei seinen Untersuchungen hat Weiss offenbar einen Umstand 
außer acht gelassen: Wird nämlich zu einer Flüssigkeit, die leicht 
oxydierbare Substanzen in Lösung enthält, Permanganat hinzugefügt, 
so bilden sich als Zersetzungsprodukte des letzteren braunes Mangan- 
oxydhydrat [Mn,0,(OH),] und KOH. Dieses braune Manganoxyd- 
hydrat scheidet sich nicht sofort als Niederschlag aus, sondern bleibt 
längere oder kürzere Zeit in kolloidalem Zustande in der Flüssigkeit 
verteilt. Dabei erteilt es der letzteren eine Gelbfärbung, die mit jedem 
Tropfen neu hinzugefügter KMnO,-Lösung an Intensität zunimmt, 
da der ursprünglichen Chamäleonfarbe ein äquivalenter Grad von 
Gelbfärbung entspricht. 


1) Diese Zeitschr. 81 und 112. 
2 E) 
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Wird somit ein klarer oder vorher filtrierter Urin mit einer (z. B.) 
lproz. Permanganatlösung tropfenweise vermengt, bis die Flüssigkeit 
dunkelgelb geworden ist, so bleibt die letztere anfänglich vollkommen 
klar, wird dann zusehends mehr und mehr trübe, bis sich das Mn,0,(OH), 
ganz ausgeschieden und am Boden des Meßzylinders angesammelt hat, 
während die Flüssigkeit über dem Niederschlage ihre ursprüngliche Gelb- 
färbung behält. Es muß jedoch betont werden, daß manchmal die Flüssig- 
keit über dem Niederschlage etwas gelber gefärbt ist als der entsprechende 
native Harn. Dies ist dadurch zu erklären, daß die Flüssigkeit noch etwas 
Manganoxydhydrat in kolloidaler Lösung enthält. Diese Überreste von 
Mn,O,(OH), können durch Hinzufügen von ganz wenig ÖOxalsäure in 
Substanz in das farblose oxalsaure Mangan übergeführt werden, wodurch 
die Flüssigkeit wieder ihre ursprüngliche Gelbfärbung erhält. 

Nach Weiss enthalten nur pathologische Harne das Urochromogen. 
Ich will die Möglichkeit des Vorkommens von Urochromogen in patho- 
logischen Harnen nicht bestreiten, doch halte ich es für unwahrscheinlich, 
daß sich ein solches Vorkommen von Urochromogen durch die Oxydation 
des Urins mittels Permanganats nachweisen ließe. Wird doch jeder 
Harn, sei er normal oder pathologisch, auch nach Sättigung mit Ammon- 
sulfat und Verdünnung des Filtrats durch Chamäleon gelb gefärbt. 

Weiss behauptet, daß von allen sauerstoffabsorbierenden Harn- 
bestandteilen in erster Reihe das Urochromogen durch K Mn O, oxydiert 
wird. Es ist deshalb unerläßlich, das Desoxydations- und Reduktions- 
vermögen des menschlichen Harns hier eingehender zu erörtern. 

Unter allen Eigenschaften des normalen Harns halte ich in bio- 
logischer Hinsicht für die bemerkenswerteste und bedeutsamste seine 
Desoxydationskraft, die sowohl quantitativ wie qualitativ eine außer- 
ordentliche ist. 

Die Affinität des menschlichen Harns zum Sauerstoff ergibt sich 
schon aus der Tatsache, daß er mehr Sauerstoff absorbiert, als der 
Löslichkeit des letzteren in reinem Wasser entspricht!). 

Am augenscheinlichsten läßt sich diese Desoxydationskraft des 
Urins durch sein Verhalten gegenüber Permanganat nachweisen. 
1 Liter Urin von mittlerer Konzentration kann ohne Zusatz von H, SO, 
in 24 Stunden bei Zimmertemperatur oder in 15 Minuten bei 45° die 
erstaunliche Menge von 25 bis 40g kristallisierten Permanganats zer- 
setzen. Wir dürfen uns also nicht damit begnügen, nur oberflächlich 
zu sagen, daß der Urin Chamäleonlösungen entfärbt, sondern müssen 
mit der vielsagenden Tatsache rechnen, daß 1 Liter Harn, der beim 
Kochen mit Fehlingscher Lösung keinen roten Niederschlag von Kupfer- 
oxydul gibt, in 24 Stunden bei Zimmertemperatur oder in 15 Minuten 
bei 45° 30 bis 40 Liter intensiv lilafarbener 1: 1000 Permanganat- 
lösung entfärbt. 


1) Berthelot, C. r. 181, 574— 552. 
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Diese Desoxydationskraft des Harns ist nicht nur quantitativ, 
sondern auch qualitativ hervorragend und erinnert in ihrer Intensität 
an die Fähigkeit des Morphiums, K Mn O, augenblicklich zu zersetzen!). 
Wird ein Permanganatkristall in einen Kolben gebracht und mit 
frischem Urin oder mit einer lproz. Morphiumlösung übergossen, 
so färben sich diese Flüssigkeiten auf keinen Augenblick lila, 
während eine Lösung von Oxalsäure oder Glucose unter gleichen 
Bedingungen während 1 bis 2 Minuten die Farbe einer KMnO,-Lösung 
beibehält. 

Ich gebrauche in der vorliegenden Arbeit die Bezeichnung ‚‚Des- 
oxydation‘“, um diese von der „Reduktion‘‘ zu unterscheiden. Daß 
eine solche Nomenklatur hier angebracht ist, ergibt sich aus folgender 
Betrachtung: Der normale Harn gibt mit Eisenchlorid und rotem 
Blutlaugensalz eine Berlinerblaureaktion, die an Intensität der Reaktion 
des Morphiums mit diesen beiden Eisensalzen nicht nachsteht. Die 
Anzahl der Substanzen, welche diese Reaktion geben, ist verhältnis- 
mäßig eine beschränkte, obwohl viele organische Körper, wie z. B. 
Eiweiß, Glucose, Harnsäure mit FeCl, und K,Fe(CN), eine mehr oder 
minder intensive Grünfärbung herbeiführen. In der Tat hatte ich 
lange Zeit hindurch keine Substanz gefunden, welche die genannte 
Reaktion ebenso rasch und intensiv gab wie das Morphium. Um so 
größer war meine Überraschung, als ich fand, daß schon 1 ccm eines 
normalen Urins von mittlerer Konzentration genügte, um mit 5 ccm 
des gelben Reagens ein prächtiges Berlinerblau zu geben. Wird nun 
der Harn ganz schwach mit Permanganat oxydiert, so verliert er 
gänzlich sein Reduktionsvermögen und bewirkt nicht mehr die Bildung 
von Berlinerblau. Wenn z. B. 100ccm Urin 300 eem lproz. Per- 
manganatlösung in 24 Stunden bei Zimmertemperatur zersetzen, was 
häufig der Fall ist, so genügen 10 bis 20cem der KMnO,-Lösung, 
um sein Reduktionsvermögen zu vernichten. Das Permanganat wird 
nämlich zu Anfang durch den Urin augenblicklich entfärbt, bis ein 
Zeitpunkt kommt, wo eine Rotfärbung 10 bis 15 Sekunden anhält. 
Dieser Zeitpunkt fällt zusammen mit dem Aufhören des Reduktions- 
vermögens des Harns, so daß die blaue Reaktion mit den beiden Eisen- 
salzen nicht mehr stattfindet. Die Desoxydationskraft des Harns 
hingegen hört in unserem Beispiel erst auf, nachdem weitere 280 bis 
290 ccm lproz. Permanganatlösung entfärbt worden sind, wobei die 
Zersetzung des KMnO, immer langsamer und langsamer vonstatten 
geht und ihr Ende in etwa 24 Stunden erreicht. Somit entfallen nur 
3 bis 6 Proz. der gesamten Desoxydationskraft des Harns auf sein 
Reduktionsvermögen. 


1) Therapeutische Monatshefte, November 1903. 
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Doch welchem seiner Bestandteile verdankt der normale Harn 
vorzugsweise seine qualitative und quantitative Desoxydationskraft ? 
Bezüglich der ersteren gibt uns die Reaktion des normalen Urins mit 
Phosphorwolframsäure bei Gegenwart von Ammoniak Aufschluß!). 
Werden nämlich 5 com Urin zuerst mit fünf Tropfen starker Ammoniak- 
flüssigkeit, dann mit etwas Phosphorwolframsäure in Substanz oder 
mit einigen Tropfen einer gesättigten Phosphorwolframsäurelösung 
vermengt, so entsteht sofort eine schöne Blaufärbung, die in 1 bis 
2 Minuten noch intensiver wird?2). Es ist nun höchst bemerkenswert, 
daß nach ganz geringfügiger Oxydation des Urins mittels Permanganat 
auch diese Reaktion nicht mehr stattfindet, woraus sich die Schluß- 
folgerung ergibt, daß die Biaufärbung des Harns mit Ammoniak und 
Phosphorwolframsäure auch eine Reduktionserscheinung ist und durch 
die Reduzierung der Wolframsäure, WO,, zu blauem Wolframoxyd, 
W,O,, bedingt ist. 

Wie der Harn selber, so verhält sich auch die Grundsubstanz 
für die Darstellung des neuen Oxalats?) zum Permanganat, zum Eisen- 
chlorid und rotem Blutlaugensalz und zur Phosphorwolframsäure bei 
Gegenwart von Ammoniak. Eine wässerige Lösung von U entfärbt 
KMnO, anfangs augenblicklich, bewirkt mit den beiden Eisensalzen 
die Bildung von Berlinerblau und gibt mit Ammoniak und Phosphor- 
wolframsäure eine intensive Blaufärbung. Das Permanganat wird 
zwar auch durch andere Harnbestandteile, besonders durch Urochrom 
und Harnsäure, rasch entfärbt, doch geben diese beiden Substanzen 
mit Ammoniak und Phosphorwolframsäure keine Blaufärbung®). Bis 
jetzt habe ich außer dem U nur noch einen Körper gefunden, der mit 
Ammoniak und Phosphorwolframsäure die blaue Reaktion gibt — 

1) Diese Zeitschr. 149, 583. 1924. 

2) Ich habe meine Reaktionen mit einer Phosphorwolframsäure aus- 
geführt, die aus Trommsdorfs chemischer Fabrik in Erfurt stammte. Ich 
habe seitdem noch ein anderes, hier gekauftes Präparat zu gebrauchen 
versucht und gefunden, daß es mit Urin und Ammoniak keine Blaufärbung 
gab. Bei näherer Untersuchung dieser „Phosphorwolframsäure‘‘ bemerkte 
ich, daß ein Teil des Präparats in Wasser schwer löslich war und das Zu- 
standekommen der Reaktion gänzlich verhinderte. 

3) Diese Zeitschr. 149, 578, 1924. | 

t) Daß das Urochrom an dieser Reaktion nicht beteiligt ist, konnte ich 
auf folgende Weise feststellen: 3 ccm Urin wurden zuerst mit zwei Tropfen 
einer gesättigten Phosphorwolframsäurelösung, dann mit einem Tropfen kon- 
zentrierter Salzsäure vermengt und sogleich filtriert. Das Filtrat war 
vollkommen entfärbt und gab die blaue Reaktion fast ebenso intensiv 
wie der native Urin; eine kleine Schwächung der Blaufärbung wird durch 
die Salzsäure verursacht, wie ich mich durch einen Kontrollversuch über- 
zeugte. Auch das Urochromogen wird nach Weiss durch Phosphorwolfram- 
säure gefällt. 
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nämlich das Morphium. Da nun einerseits das Morphium äußerst 
leicht oxydierbar ist, indem es KMnO, augenblicklich entfärbt, mit 
FeCl, und K,Fe(CN), die Bildung von Berlinerblau bewirkt und 
WO, zu Wat reduziert, andererseits von allen Harnbestandteilen nur 
das U dem Morphium an leichter Oxydierbarkeit nahe kommt, indem 
es gleichfalls W O, zu blauem W, O, bei Zimmertemperatur zu reduzieren 
vermag, so muß die qualitative Desoxydationskraft des Harns, die 
ja am auffälligsten durch die neue blaue Reaktion gekennzeichnet ist, 
wesentlich durch das U bedingt sein. 

Wie die qualitative, so hängt auch die quantitative Desoxydations- 
kraft des Harns hauptsächlich von seinem Gehalt an U ab, wie aus 
folgendem ersichtlich ist. 


Werden 10 ccm normalen Urins bei etwa 50° vor der Wasserstrahl- 
pumpe eingedampft, der Rückstand im Exsikkator über Schwefelsäure 
getrocknet und dann mit absolutem Alkohol erschöpft, hierauf der Alkohol 
im Vakuum verjagt, so entfärbt der letzte Rückstand 60 bis 80 Proz. der- 
jenigen Menge von Permanganat, die der ganze Urin zu entfärben vermag. 
Von den organischen Bestandteilen des Alkoholextraktes, die quantitativ 
von Bedeutung sind, sind zu nennen: der Harnstoff, das Kreatinin, die 
Hippursäure, die Oxyproteinsäuren und die Grundsubstanz für die Dar- 
stellung des neuen: Oxalats, das U. Urochrom ist in den alkoholischen 
Auszügen des Harns nicht oder höchstens in ganz kleinen Mengen vor- 
handen, da es in absolutem Alkohol unlöslich ist, wie im weiteren Verlaufe 
dieser Arbeit nachgewiesen werden soll’). 

Die Alkoholextrakte aus dem normalen Harn enthalten zwar außer 
den genannten noch andere Substanzen, doch in solch geringfügiger Menge, 
daß sie hier gar nicht in Betracht kommen können. So enthalten z. PB 10 ccm 
normalen Urins nur 0,0001 g Urobilin®?). Der Gehalt dee Harns an Phenolen 
ist auch kein viel bedeutenderer. Auch Harnindican ist nur in geringer 
Menge vorhanden?). 

Was die Kohlehydrate betrifft, die in den alkoholischen Auszügen 
vorkommen könnten, so ist zu bemerken, daß der größere Teil der Kohle- 
hydrate des Urins aus Landwehrs ‚tierischam Gummi‘ (Harndextrin) 
besteht, das in absolutem Alkohol vollkommen unlöslich ist, so daß die 
Alkoholextrakte nur ganz geringe Mengen von Kohlehydraten, die in 
Alkohol löslich sind (Glucose), enthalten können. Zudem fehlt die Glucose 
oft gänzlich im normalen Urin. Nylander*) fand von 100 Harnen nur 12, 
welche die Reaktion nach Worm-Müller gaben, so daß die anderen 88 
weniger als 0,025 Proz. oder gar keine Glucose enthalten mußten. 


Von den wirklich in Betracht kommenden Bestandteilen der 
alkoholischen Auszüge wird das Permanganat unter gewöhnlichen Be- 


1) Wird eine wässerige Lösung eines solchen alkoholischen Auszuges 
mit Phosphorwolframsäure bei Gegenwart von Salzsäure vermengt, so 
bildet sich erst nach einigen Minuten ein geringfügiger Niederschlag, der 
aber auch das Kreatinin des Alkoholextraktes enthalten muß. 

2) Nach Müller und Gerhardt (Neubauer und Vogel, S. 515). 

3) Nach Jaffe 0,0006 Proz. (ebendaselbst, S. 162). 

4) Neubauer und Vogel, 8. 91. 
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dingungen weder durch Harnstoff, noch durch Kreatinin oder Hippur- 
säure angegriffen, wie man sich leicht durch entsprechende Versuche 
überzeugen kann!). Was die Oxyproteinsäuren betrifft, so weiß ich 
nicht, ob sie leicht oxydierbar sind oder nicht. Jedenfalls wird die 
Malysche Oxyprotsulfonsäure durch KMnO, nicht angegriffen, da sie 
ja durch Oxydierung von Eiweiß oder Hämoglobin mittels Chamäleon 
entsteht?). Überdies ist die Möglichkeit nicht ausgeschlossen, daß die 
Oxyproteinsäuren im - Urin nicht präformiert vorkommen, sondern 
Spaltprodukte der Grundsubstanz für die Darstellung des neuen 
Oxalats sind. Sollten diese Säuren wirklich präformierte Harnbestand- 
teile sein und KMnO, entfärben, so könnten sie dennoch die große 
Desoxydationskraft der Alkoholextrakte nicht erklären. In einem 
Falle z. B. zersetzten 100 cem Urin 3,75 g kristallisiertes Permanganat; 
der alkoholische Auszug aus 100 ccm dieses Urins zersetzte in 24 Stunden 
bei Zimmertemperatur 3g kristallisiertes KMnO,. Hätte dieser Urin 
selbst 0,2 Proz. Proteinsäuren, also das Vierfache der Harnsäure, ent- 
halten, so konnten 0,2 e dieser Säuren eine so große Menge von K MnO, 
wie 3g, nicht desoxydieren. 

Aus allem hier Erörterten ergibt sich die Schlußfolgerung, daß 
keiner der bis jetzt bekannten Harnbestandteile in ursächlichem Zu- 
sammenhange steht mit der Desoxydationskraft der Alkoholextrakte. 
und daß das U die Hauptursache ist der quantitativen Desoxydations- 
kraft der alkoholischen Auszüge und somit des Harns selber. Die 
Fähigkeit der Alkoholextrakte, Permanganat zu zersetzen, gibt uns 
annähernd Aufschluß über den Gehalt des Harns an U. Bei zwei Ver- 
suchen zersetzten je 100 Gewichtsteile U, die aus zwei verschiedenen 
Urinen dargestellt waren, in 24 Stunden bei Zimmertemperatur 134 
und 135 Gewichtsteile kristallisierten Permanganats. Wenn also ein 
Alkoholextrakt aus 10 ccm normalen Urins in 24 Stunden 30 eem 
lproz. KMnO,-Lösung entfärbte, so mußte ein solcher Harn annähernd 
2,23 Proz. U enthalten®). Da das Gewicht dieses Alkoholextraktes 


1) Neubauer und Vogel, S. 307. Durch Kreatinin wird eine KMnO,- 
Lösung nicht entfärbt. G@ößmann empfiehlt Chamäleon zur Entfärbung der 
freien Hippursäure (S. 225). 

2) Sitzungsber. d. Akad. d. Wiss. 91. Wien 1885. 

3) Ganz genaue quantitative U-Bestimmungen werden auf Grund 
zweier Eigenschaften des U, die nur ihm, wenigstens von allen Harnbestand- 
teilen nur ihm eigen sind, ausgeführt werden können. Vor allem reagiert 
das U in alkoholischer Lösung gegen Lackmus neutral, in wässeriger Lösung 
hingegen stark sauer. Um somit das U quantitativ bestimmen zu können, 
werden 10 ccm Urin im Vakuum eingedampft, der Rückstand mit etwa 
30 ccm kaltem absoluten Alkohol extrahiert, das Filtrat mit 2 bis 3 Tropfen 
einer möglichst konzentrierten blauen Lackmuslösung blau gefärbt und 
hierauf mit einer sehr verdünnten, alkoholischen Lösung von Salzsäure 
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0,4g betrug und außer Harnstoff noch Kochsalz, Kreatinin, Hippur- 
säure und Ammoniumsalze enthielt, so mußte das U der quantitativ 
bedeutendste organische Bestandteil dieses Harns sein. 

Ich habe eine beträchtliche Anzahl solcher Alkoholextrakte unter- 
sucht und gefunden, daß bei gemischter Kost die normalen Harne 
mehr U enthalten als echten, kristallinischen Harnstoff. 

Der Gehalt des menschlichen Urins an U ist unverkennbar von weit- 
gehender biologischer" und pathologischer Bedeutung. Bei der Deutung 
der Endprodukte des Stoffwechsels ist nicht das Wesentlichste, wieviel 
Stickstoff der Mensch ausscheidet, sondern in welcher Form der Stick- 
stoff ausgeschieden wird, und von ganz besonderer Wichtigkeit ist das 
Verhältnis des ausgeschiedenen U zur Menge des genuinen, kristallinischen 
Harnstoffs. Es ist aber nicht notwendig, genaue quantitative Be- 
stimmungen für U und U’ ausführen zu müssen. Das Verhältnis von 
U zu U* läßt sich am einfachsten durch eine Bestimmung des Grades 
der Desoxydationskraft der Alkoholextrakte feststellen. Der alkoholische 
Auszug aus dem Harn enthält doch zwei Hauptbestandteile, das U 
und den kristallinischen Harnstoff, von denen der letztere gegen KMn O, 
indifferent ist, während 100 Gewichtsteile U 134,5 Gewichtsteile Per- 
manganat desoxydieren!). Je mehr KMnO, also ein Alkoholextrakt 
zersetzt, desto mehr U enthält er und desto weniger ist kristallinischer 
Harnstoff vorhanden. Wenn 100 Gewichtsteile Alkoholextrakt 50 Ge- 
wichtsteile Permanganat zersetzen, so enthält der Urin etwas mehr 
U’ als U. Ist die Verhältniszahl des zersetzten K Mn O, zu 100 Gewichts- 
teilen Alkoholextrakt 55, so ist die Menge des U und des U* etwa die 
gleiche. Bei Verhältniszahlen von über 55 enthält der Urin schon 
mehr U als U*. 


Diese Berechnungen werden auf folgende Art ausgeführt: Vor allem 
wird der Grad der Desoxydationskraft des Alkoholextraktes be- 


genau neutralisiert, indem mit einer violetten, neutralen Lackmuslösung 
verglichen wird. Durch Hinzufügung von Wasser zu dieser violetten, 
alkoholischen Flüssigkeit wird sie scharf rot gefärbt und kann jetzt genau 
mittels n/10 Lauge titriert werden. Man wird nur einmal festzustellen 
haben, wieviel Lauge eine wässerige Lösung einer bestimmten Menge von 
U zur Neutralisierung benötigt, um weiterhin quantitative U-Bestimmungen 
mit großer Leichtigkeit ausführen zu können. 

Da von allen Harnbestandteilen nur das U in ammoniakalischer Lösung 
2 WO, zu blauem W,O, reduziert, so wird es auch mit Hilfe der neuen 
blauen Reaktion möglich sein, den Gehalt des Urins an U quantitativ be- 
stimmen zu können. Zu diesem Zweck wird festzustellen sein, wieviel reines 
U nötig ist, um eine bestimmte Menge von WO, zu W,O, zu reduzieren. 

1) Wie schon erwähnt, zersetzten zwei verschiedene U, auf 100 Gewichts- 
teile berechnet, 134 und 135 Gewichtsteile Permanganat. Es ist deshalb 
für vorläufige und ungefähre Berechnungen genügend, wenn wir annehmen, 
daß 134,5 Gewichtsteile KMnO, 100 Gewichtsteilen U entsprechen. 
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stimmt!). Diese Bestimmung kann rasch ausgeführt werden, wenn 15 Minuten 
bei 45°, statt 24 Stunden bei 15°, oxydiert wird. Dann wird die Menge des U 
annähernd berechnet und vom Gewicht des Alkoholextraktes abgezogen, 
wodurch wir das vereinte Gewicht vom U+, Kochsalz, Kreatinin, Hippur- 
säure und Chlorammonium erhalten?). Der durchschnittliche Gehalt der 
alkoholischen Auszüge an Kochsalz ist nach meiner Erfahrung etwa 10 Proz.?). 
Die Gesamtmenge des Kreatinins, Chlorammoniums und der Hippursäure 
kann nicht weniger als 5 Proz. vom Gewicht des Alkoholextraktes betragen, 
wie sich aus den bekannten Werten für diese Harnbestandteile bei Harnen 
von verschiedener Konzentration ergibt. Indem wir nun die Summe aus U 
und dem durchschnittlichen Werte für Kochsalz, Kreatinin, Hippursäure 
und Chlorammonium vom Gewicht des Alkoholextraktes abrechnen, 
erhalten wir eine ungefähre Vorstellung von dem Gehalt des Urins an 
genuinem, kristellinischem Harnstoff. Als Beispiel für eine derartige Be- 
rechnung diene der schon erwähnte Urin, dessen Alkoholextrakt aus 10ccm 
0,4g wog und 30 ccm 1proz. KMnO,-Lösung entfärbte®). Somit war der 
annähernde U-Gehalt dieses Urins 2,23 Proz. Die Alkoholextrakte enthalten, 
wie schon erwähnt, durchschnittlich 10.Proz. Chlornatrium®) (wahrscheinlich 
auch etwas KCl) und 5 Proz. Kreatinin, Hippursäure und Chlorammonium. 
Wir erhalten also für kristallinischen Harnstoff: 0,4 — (0,223 + 0,04 
+ 0,02) = 0,117g in 10 ccm Urin, mit anderen Worten: 1,17 Proz. U+. 
Hingegen ergab die Harnstoffbestimmung nach Mörner-Sjögvist bei diesem 
Urin 3,02 Proz., was etwa 2,9 Proz. Harnstoff nach Pflüger-Schöndorff 
entspricht ®). 

1) Diese Zeitschr. 148, 431, 1923. 

2) Die alkoholischsun Auszüge enthalten weder Phosphate noch Sulfate, 
da ihre wässerigen Lösungen mit Barythydrat keinen Niederschlag geben. 

3) Söldner fand sogar 16 Proz. Asche bei einem Alkoholextrakte 
_ (Zeitschr. f. Biol. 46, 361, 1905). 

t) Das spezifische Gewicht dieses Urins war 1031. 

DS bis 12 Proz. 

6) Es ist sehr bemerkenswert, daß die Quantität des auf diese Weise 
berechneten kristallinischen Harnstoffs gut übereinstimmt mit Werten für 
U*, die ich schon vor zwei Jahrzehnten veröffentlichte (Zeitschr. f. Biol. 
44, 121, 1903). Damals wollte Erben meine Befunde durch eine Reihe von 
vergleichenden Analysen entkräften, doch meinte ein so erfahrener und 
vorsichtiger Harnanalytiker wie Camerer: „Ich finde, in Anbetracht aller 
Schwierigkeiten bei der Untersuchung, die Übereinstimmung des wirklichen 
Harnstoffs nach Moor und nach Erben unerwartet gut und möchte demnach 
die Arbeit Erbens eher für eine Bestätigung der Moorschen Befunde als für 
eine Widerlegung halten“ (Zeitschr. f. Biol. 46, 359, 1905). Erben hatte 
nämlich 12 vergleichende Harnstoffbestimmungen nach Liebig- Pflüger, 
Mörner -Sjögvist, Schöndorff und nach Moor ausgeführt. Bei Analyse 7 
war der U*t-Gehalt nach Schöndorff 3,07 Proz., nach Moor 1 Proz., während 
Urin 12 nach Schöndorff 1,47 Proz., nach Moor 1,12 Proz. U? ergab. Nun 
hat Erben unbegreiflicherweise bei Urin 12, statt bei Urin 7, den Harnstoff 
quantitativ dargestellt. Der N-Gehalt des Endrückstandes entsprach 
1,35 g Harnstoff in 100 eem Urin. Da jedoch dieser U* noch immer 0,1 g 
Permanganat zersetzte, so konnte Urin 12 höchstens 1,25 g U* enthalten. 
was jedenfalls dem Werte nach Moor (1,12) näher kommt als dem Werte 
nach Schöndorff (1,47 Proz. Ut). 
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Von welcher Bedeutung das Verhältnis von U zu U* ist, wird aus 
folgendem ersichtlich. 

Von den vielen Alkoholextrakten, die ich bis jetzt untersuchte, 
besaß die verhältnismäßig größte Desoxydationskraft ein alkoholischer 
Auszug aus einem Urin, der von einem 70jährigen Gelehrten von un- 
gewöhnlicher Rüstigkeit und Tatkraft!) geliefert wurde. Der Alkohol- 
extrakt aus lOccm Urin hatte ein Gewicht von 0,28g und entfärbte 
in 24 Stunden 24,5ccm lproz. KMnO,-Lösung, was einer Verhältnis- 
zahl von 94,2 für das zersetzte Permanganat zu 100 Gewichtsteilen 
Alkoholextrakt gleichkommt. | 

Welchen Gehalt an kristallinischem Harnstoff hatte dieser alko- 
holische Auszug, wenn wir von seinem Gewicht, 0,26g, den Wert für 
U, 0,182 g, und die durchschnittlichen Werte für Kochsalz, Kreatinin, 
Hippursäure und Chlorammonium abrechnen ? Etwa 0,04 g, bestenfalls 
0,046 g U*, wenn wir für die Chloride ein Minimum von 8 Proz. rechnen. 
Somit enthielt dieser Urin etwa 1,8 Proz. U-Stoff und 0,4proz. kristal- 
linischen U‘. 

Die folgende Tabelle veranschaulicht in übersichtlicher Weise 
das Verhältnis von U zu U* bei Harnen von verschiedenem spezifischen 
Gewicht und von verschiedener Herkunft. | 











Gewicht | Gewicht d. ; Verhältnis» UtsGebalt 


j 
Nr Spezifisches zersetzten | zahl für das 
` i ‚10c« K MnO; zersttzte 
Uri in cg K MnO; 














Quotient 


des Harns für U/U+ 


in Proz. 














1 || 1020,5 | aa | 24,5 94,2 
2 | 1028 35 | 32 91,4 
ah 102 ` 2 i: 2 85,1 
4\ 18 15 83,3 
5 | 1028 | 29 23 79,3 
6) 1024 4 19 79,1 
Ti | 3 17,5 76 

Si 1021 | 43 32,5 75,5 
d 1031 ; 40,6 30 73,8 
10 ! wën ° 30 22 73,3 
II 1017 ' a 15 71,4 
12 |; 1024 34 22 647 
13 | 13 8 61,5 
14 | 13,9 8,5 61,1 
15 || 1020 19 10,9 57,8 
16 46 56,5 
17 © 1017 ` 24 13,5 56,2 
18 | | 20 11 55 

19 . 1026,5 | 46 24 52,1 
>20 | 1014 | 28 14,5 51,7 
21 | 1009 12 6 50 


1) Von meinem Schwiegervater, dem bekannten Orientalisten W. von 
Radloff. Das spezifische Gewicht dieses Urins war 10201⁄. 
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Sämtliche Urine dieser Tabelle müssen normale genannt werden. 
da sie weder Eiweiß noch Glucose oder Nierenepithelien und Cylinder 
enthielten und eine ihrem spezifischen Gewicht entsprechende normale 
Gelbfärbung besaßen. Somit ist die Verschiedenartigkeit normaler 
Urine eine viel weitgehendere, als bis jetzt angenommen worden ist. 
Am augenscheinlichsten ist diese Verschiedenartigkeit ersichtlich aus 
den Verhältniszahlen für das zersetzte Permanganat, und noch mehr 
aus den U/U*-Quotienten. Während bei Analyse Nr. I die Verhältnis- 
zahl für das zersetzte Permanganat 94,2 beträgt und der betreffende 
Harn 4%,mal mehr U-Stoff enthält als kristallinischen Harnstoff, 
beträgt bei Urin Nr. 21 der U/U*-Quotient nur 0,7 bei einer Ver- 
hältniszahl von 50, so daß auf einen Gewichtsteil U* nur 0,7 Gewichts- 
teile U entfallen. Solche gewaltigen Unterschiede in den U/U*-Quo- 
tienten und somit in der relativen Desoxydationskraft der Alkohol- 
extrakte können nicht ohne biologische Bedeutung sein. In der Tat 
war, wie schon erwähnt, Urin Nr. 1 von einem 70jährigen, rüstigen 
Manne geliefert worden, der fast niemals ernstlich krank gewesen war, 
während Urin Nr. 21 von einer 25jährigen Frau stammte, die schwächlich 
und blutarm war, einige Jahre vorher an einem obskuren Nerven- 
oder Rückenmarksleiden gelitten hatte und infolgedessen häufige An- 
fälle von klonischen Konvulsionen der ganzen Muskulatur hatte. 

Die biologische oder pathologische Bedeutung der Ausscheidung 
des U durch die Nieren wird noch augenscheinlicher bei Harnen, deren 
Alkoholextrakte noch weniger Permanganat desoxydieren als 100: 50. 

Ich selber hatte früher an Polyurie gelitten!), mein Urin war stets 
bleicher gefärbt als seinem spezifischen Gewichte entsprach, ich wurde 
rasch müde nach physischer oder geistiger Arbeit und litt häufig an 
rheumatischen Schmerzen in den Beinen. Die Untersuchung meines Abend- 
urins gab folgende Werte: Spezifisches Gewicht 1025, Gewicht des 
Alkoholextraktes 0,28 g, Gewicht des zersetzten KMnO, (0,12g, was 
einer Verhältniszahl von 42,8 und einem U/U*-Quotienten von 0,59 
entspricht. 

Bei einem Falle von chronischer Appendicitis, der in der Folge zweimal 
operiert wurde, jedoch mit letalem Ausgange, wog der alkoholische Auszug 
0,36 g und entfärbte in 24 Stunden 15ccm Iproz. KMnO,-Lösung, was 
einer Verhältniszahl von 41,6 und einem U/U*-Quotienten von 0,56 ent, 
spricht. 

Der folgende Harn war in mancher Hinsicht so außerordentlich, daß 
ich ihn näher beschreiben will. Es handelte sich um einen jungen Mann aus 
Sibirien, der seit Jahren an Bothriocephalus latus mit ernstlichen Störungen 
des Allgemeinbefindens gelitten hatte. Der Urin war am Abend gelassen, 
hatte ein spezifisches Gewicht von 1028 und lieferte aus 10 ccm einen 
Alkoholextrakt, der 0,55g wog und in 24 Stunden 0,18g Permanganat 


1) Etwa 3000 ccm in 24 Stunden. Eine chronische _interstitielle 
Nephritis war nicht vorhanden. 
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zersetzte, was einer Verhältniszahl von nur 32,7 gleichkommt. Somit war 
der U-Gehalt dieses Harns etwa 1,33 Proz., der Gehalt an kristallinischem 
Harnstoff hingegen 3,37 Proz., was einem U/Ut-Quotienten von 0,39 ent- 
spricht. Vergleichen wir diesen Wert mit Analyse Nr. 1 der Tabelle, so 
ergibt sich, daß bei Urin 1 der U/U*-Quotient 11% mal größer ist als bei 
diesem Harn. Die außerordentlich große Menge von 3,37 Proz. kristallini- 
schem Harnstoff kam bei näherer Untersuchung dieses Urins deutlich zum 
Vorschein. Nach Abdampfung des Harns waren im Rückstande deutlich 
Harnstoffnadeln zu sehen, was ich im Laufe von 20 Jahren sonst niemals 
beobachtet habe. Der alkoholische Auszug hatte nicht bloß ein kristallini- 
sches Aussehen, sondern bestand durchweg aus gut geformten gelben 
Harnstoffnadeln, die schon auf dem Wasserbade an offener Luft fast trocken 
waren. Dies war eine wichtige Beobachtung, da der Alkoholauszug 55 op 
wog, von denen 21,3 cg auf das U, Kochsalz, Krestinin, Hippursäure und 
andere Bestandteile entfielen. Hieraus ist zu ersehen, daß 33,7 Gewichts- 
teile U* deutlich auskristallisierten, obwohl ihnen 21,3 Gewichtsteile anderer 
Substanzen beigemengt waren!). Ein ganz anderes Aussehen haben die 
Alkoholextrakte, bei denen die Verhältniszahl des zersetzten KMnO, 
über 50 und somit der U/U*-Quotient über 0,7 beträgt. Um diese Unter- 
schiede deutlich wahrzunehmen, dürfen die alkoholischen Auszüge nach 
Verdunstung des Alkohols an offener Luft nicht sogleich in den Exsikkator 
gestellt werden, da der leicht oxydierbare Bestandteil der Alkoholextrakte, 
der U-Stoff, hygroskopisch ist und Wasser an offener Luft selbst bei 45 
bis 50° nur sehr langsam oder gar nicht abgibt. Bei Harnen, deren Alkohol- 
extrakte viel Permanganat zersetzen, deren Verhältniszahl also 70 und 
darüber beträgt, wie bei den Harnen 1 bis 11 der Tabelle, bleibt nach voll- 
kommener Verflüchtigung des Alkohols der Rückstand auf dem Wasserbade 
hei 45 bis 50° noch lange ganz flüssig, ölig. Bei Verhältniszahlen von unter 70, 
jedoch über 50, wird der Alkoholextrakt auf dem Wasserbade honigdicht 
oder wachsförmig. Nur bei Verhältniszahlen von weniger als 50 erstarrt 
der alkoholische Auszug zu einem festen, kristallinischem Gemenge. Diese 
Unterschiede im Aussehen der Alkoholextrakte machen sich schon beim 
Verdunsten der alkoholischen Extraktionsflüssigkeiten bemerkbar. Es ist 
ratsam, vergleichshalber zuerst eine Lösung von etwa 0,1g Harnstoff 
in 15 bis 20 ccm Alkohol in einer Abdampfschale auf dem Wasserbade bei 
45° verdunsten zu lassen. Schon nach einigen Minuten setzt sich oberhalb 
der Flüssigkeit ein Belag ab, der Eisblumen ähnlich sieht, während sich 
späterhin nach allen Richtungen sich kreuzende Nadeln bilden. Ganz 
anders verhält es sich, wenn die alkoholischen Auszüge von Harnen, bei 
denen die Verhältniszahl des zersetzten KMnO, zu 100 Gewichtsteilen 
Alkoholextrakt etwa 60 oder darüber beträgt, auf dem Wasserbade ver- 
dunsten. Es bilden sich weder nadelförmige noch eisblumenartige Beläge, 
statt dessen zeigt sich während der ganzen Dauer der Abdampfung oberhalb 
der Flüssigkeit ein öliger Ring, der zunehmend deutlicher wird, je mehr 
Alkohol verdunstet. 


1) Um so weniger ist anzunehmen, daß geringfügige Verunreinigungen 
durch Chloride oder durch Überreste unreinen Amylalkohols das Aus- 
kristallisieren des U* verhindern könnten, wie das Lippich behauptete 
(Zeitschr. f. physiol. Chem. 48, 170, 1906). Ich habe U* in starken Lösungen 
von Anilinfarben gelöst und auf einer Glasplatte schön auskristallisierten 
Harnstoff von verschiedenen Farben erhalten. 
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Noch geringer wie bei den vorhergenannten Urinen war das Desoxy- 
dationsvermögen des Alkoholextraktes bei einem alten Manne, der längere 
Zeit an Magenkrebs gelitten hatte, und bei dem kurz vor dem Tode seit 
24 Stunden Anurie eingetreten war. Ich entnahm seiner Blase mittels 
Katheter etwa 20 ccm Urin. 100 Gewichtsteile Alkoholextrakt dieses 
Harns zersetzten in 24 Stunden nur 23 Gewichtsteile Permanganat. 


Wir sind somit von der Verhältniszahl 94,2 bei Urin Nr.1 der 
Tabelle zu einer Verhältniszahl von 23 bei gestörter Nierenfunktion 
gelangt. Da die Desoxydationskraft des Alkoholextraktes bei gestörter 
Nierentätigkeit eine so geringe war, so ist es wahrscheinlich, daß bei 
hochgradiger Störung der Nierentätigkeit und des Stoffwechsels, die 
in akuter und chronischer Urämie ihren Ausdruck findet, die Ver- 
hältniszahlen für das desoxydierte Permanganat zu 100 Gewichtsteilen 
Alkoholextrakt und somit auch die U/U*-Quotienten ebenfalls geringe 
sein werden!), 

Auf Grund zahlreicher Beobachtungen darf ich wohl sagen, daß 
große Verhältniszahlen und demzufolge große U/U’-Quotienten einem 
kräftigen, wirklich normalen Stoffwechsel entsprechen, während kleine 
U/U*-Quotienten das Zeichen eines anormalen Stoffwechsels sind. 
Ich habe noch niemals bemerken können, daß Menschen, die an all- 
gemeiner Schwäche, Blutarmut, Neurasthenie leiden, einen hohen 
U/U*.Quotienten aufgewiesen hätten. Es ist also nicht ohne patho- 
logische Bedeutung, ob der N des Urins hauptsächlich an kristallinischen 
Harnstoff oder an den U-Stoff gebunden ist. Es kann leicht geschehen, 
daß zwei Harne von zwei verschiedenen Personen denselben Gesamt- 
stickstoffgehalt besitzen, und daß bei beiden das Verhältnis vom 


1) Für rein wissenschaftliche Zwecke wird es natürlich notwendig sein, 
den U/U*-Quotienten genauer zu bestimmen. Eine Methode der quanti- 
tativen U-Bestimmung kann, wie schon erwähnt, auf Grund der Eigenschaft 
des U ausgearbeitet werden, daß es in alkoholischer Lösung gegen Lackmus 
neutral, bei Hinzufügung von Wasser stark sauer reagiert. Was die quanti- 
tative Bestimmung des kristallinischen Harnstoffs betrifft, so würde es sich 
lohnen, das folgende Verfahren zu versuchen: 

Je nach seinem spezifischen Gewicht werden 40 bis 60 ccm Urin ver- 
arbeitet. Der Urin wird so lange bei etwa 45° mit einer 3proz. KMnO,- 
Lösung oxydiert, bis eine deutliche Rotfärbung 2 bis 3 Minuten lang zu 
sehen ist; am besten wird mit einem Thermometer umgerührt, das zu gleicher 
Zeit auch die Temperatur der Mischung anzeigt. Der Überschuß an 
Chamäleon wird am einfachsten durch einige Tropfen Alkohol entfärbt. 
Der oxvdierte Urin wird in einen Meßzylinder gebracht, die Hälfte davon 
abfiltriert, das Filtrat in einem kleinen Erlenmeyerkolben im Vakuum ab- 
gedampft und der Rückstand im Exsikkator getrocknet (vgl. diese Zeitschr. 
148, 425, 1923). Hierauf wird der Ut mit 10 ccm Methylalkohol in Lösung 
gebracht und diese Lösung mit 30 ccm Amylalkohol vermengt. Das weitere 
Verfahren ist in meiner ersten Arbeit schon beschrieben worden (l. c.). 
Der Stickstoff kann gleich im Oxalat nach Kjeldahl bestimmt werden. 
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„Harnstoffstickstoff‘‘ zum Gesamtstickstoff dasselbe ist. Trotzdem 
können solche zwei Urine grundverschieden voneinander sein, da bei 


‚einem der U/U*-Quotient ein großer, beim anderen ein geringer sein 


kann, so daß beim ersteren der größte Teil des Stickstoffs an das U, 
beim letzteren an das kristallinische U* gebunden ist!). 


Um für klinische Zwecke rasch und mit Leichtigkeit annähernd 
Aufschluß zu erhalten über den Gehalt des Urins an U, bietet uns 
die blaue Reaktion mit NH, und Phosphorwolframsäure eine emp- 
fehlenswerte Methode dar. Vorläufig habe ich das folgende Verfahren 
benutzt, um die Intensität der blauen Reaktion bei verschiedenen 
Urinen festzustellen und dadurch zu erfahren, ob der betreffende 
Organismus den U-Stoff energisch oder träge ausscheidet. Zum Vergleich 
benutzte ich einen Harn, von dem mir bekannt war, daß sein U/U*- 
Quotient ein ziemlich hoher war und der bei wiederholten Versuchen, 
die an verschiedenen Tagen gemacht wurden, jedesmal eine kräftige 
blaue Reaktion gab. Der zu untersuchende und der zum Vergleich 
dienende Urin wurde vor allem mit Wasser auf ein spezifisches Gewicht 
von 1010 verdünnt. Hierauf wurden je lOccm von beiden Urinen 
mit zehn Tropfen starker Ammoniakflüssigkeit vermengt und davon 
je 2ccm in zwei gleiche Meßzylinder abfiltriert. Die beiden Filtrate 
wurden möglichst gleichzeitig mit je zwei Tropfen einer gesättigten 
Phosphorwolframlösung versetzt. Die Blaufärbung trat augenblicklich 
ein und erreichte in 2 bis 3 Minuten ihren Höhepunkt. Durch einen 
Vergleich der beiden blau gefärbten Flüssigkeiten konnte ich nun fest- 
stellen, ob der zu untersuchende Urin den U-Stoff kräftig oder schwach 
ausscheidet?). Die Ergebnisse, die ich auf diese Art erhielt, waren sehr 
bemerkenswerte. 


L Urin von chronischer Pyclonephritis bei einer 24jährigen Frau. 
Einzelentleerung 25ccm. Mit Ammoniak und Phosphorwolframsäure 
färbte sich dieser Urin hellblau, während der Vergleichsharn drei- bis 


1) Wie schon in meiner zweiten Arbeit erwähnt worden ist, besteht das 
U aus dem amorphen ‚Harnstoff‘, U U+, und aus der U-Säure, US (diese 
Zeitschr. 149, 581, 1924). Aus verschiedenen von mir gemachten Berech- 
nungen scheint sich zu ergeben, daß der. U-Stoff aus 65 Proz. UU* und 
35 Proz. US besteht. 

23) Ein mittelmäßig konzentrierter Urin (1022 bis 1025) von einem 
gesunden, bei gemischter Kost gut genährten Menschen gibt mit Ammoniak 
und Phosphorwolframsäure eine so intensive Blaufärbung, daß die Flüssig- 
keit in einem 50-ccm-Meßzylinder ganz undurchsichtig und schwarzer Tinte 
ähnlich ist. Nur eine Substanz, die im Urin in großer Menge vorhanden ist, 
kann eine so intensive Reaktion geben. Es würde sich lohnen, statt Phosphor- 
wolframsäure die einfache Wolframsäure (Acidum wolframicum purissimum, . 
Merck) zu versuchen; sie löst sich leicht in alkalischer (NH,) Flüssigkeit. 
Mir steht dieses Präparat gegenwärtig nicht zur Verfügung. 
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viermal so intensiv gefärbt war. Nach zehntägigem Gebrauch von Chlor- 
barium und Salol war eine Einzelentleerung über 200 ccm und gab eine gute 
blaue Reaktion. 

2. Nephritis chronica parenchymatosa. Eiweißgehalt 3Prom. Mit 
Phosphorwolframsäure färbt sich der Vergleichsharn vier- bis fünfmal 
intensiver als der Harn vom Kranken!) 

3. Urin von einem jungen Manne mit gesunden Nieren, der schwächlich, 
anämisch und neurasthenisch ist. Der Vergleichsharn wird mit Ammoniak 
und Phosphorwolframsäure um die Hälfte, also um 50 Proz., intensiver blau 
als der zu untersuchende Urin. 

4. 37jährige Frau mit gesunden Nieren; ist anämisch und schwach, 
wird rasch müde. Ergebnis der Untersuchung ein ähnliches wie bei 3. 

5. Der folgende Fall zeigt deutlich, wie sehr die Intensität der Wolfram- 
reaktion dem Allgemeinbefinden des Menschen entepricht. 

Eine Dame, die seit Jahren vergrößerte Lymphdrüsen am Halse hatte, 
ohne jedoch in ihrem Allgemeinbefinden dadurch zu leiden, wurde vor kurzer 
Zeit mit Tuberkulin nach Pirquet geimpft und reagierte auf die Impfung 
sehr stark. Ihr Urin (Nr. 9 der Tabelle in dieser Arbeit) hatte sich stets 
durch einen großen Gehalt an U-Stoff ausgezeichnet und gab dem- 
entsprechend zu wiederholten Malen eine sehr kräftige Wolframreaktion, 
weshalb ich ihn öfters als Vergleichsharn verwendete. Nach der Impfung mit 
Tuberkulin war ihr Allgemeinbefinden eine Woche hindurch ein sehr 
schlechtes. Am fünften oder sechsten Tage wollte ich den Urin dieser Dame 
zum Vergleich bei Fall 4 benutzen, fand jedoch unerwarteterweise, daß er 
auf Ammoniak und Phosphorwolframsäure bedeutend schwächer reagierte 
als der zu untersuchende Urin. 

6. Nephritis, 2 Monat nach überstandenem Scharlach, bei einem 
3%, jährigen Kinde. Ödem in den unteren Extremitäten. Die Wolfram- 
reaktion war um 50 bis 60 Proz. schwächer als beim Vergleichsharn. Der 
Urin des Kranken war bei einer Verdünnung von 1010 genau zweimal so 
stark gelb gefärbt wie der Versuchsharn bei derselben Verdünnung, was 
von neuem bestätigte, daß das Urochrom bei der blauen Wolframreaktion 
nicht beteiligt ist. 

Schon die wenigen hier beschriebenen Fälle zeigen, daß auch 
die Wolframreaktion, ebenso wie das Desoxydationsvermögen der 
Alkoholextrakte aus dem Harn, ein guter Maßstab ist für die Be- 


urteilung der Nierentätigkeit und der Energie des Stoffwechsels. 


Die Anwendung der Wolframreaktion ist leider mit dem Nachteil 
verbunden, daß eine brauchbare Phosphorwolframsäure nicht immer 
zur Hand jet 21. Mit um so größerer Genugtuung kann ich mitteilen, 
daß ich in der Berlinerblaureaktion einen sehr guten Ersatz für die 


1) Sollte bei einem Nierenkranken die blaue Reaktion eine normale 
sein, so würde dies nur zeigen, daß der Stoffwechsel trotz der Krankheit 
nicht gelitten hat. 

2) Während das Präparat aus Trommsdorffs chemischer Fabrik in Erfurt 
mit normalem Urin eine prächtige Blaufärbung gab, versagte eine hiesige 
Phosphorwolframsäure gänzlich. Ich erwarte jetzt aus Deutschland Aerch 
Phosphorwolframsäure pro analysi und sehe ihr mit Spannung entgegen. 
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Wolframreaktion gefunden habe. Die hierzu nötigen Reagenzien sind 
überall vorrätig, die Reaktion selber ist äußerst leicht ausführbar 
und gibt zuverlässige Werte. Das Reagens muß frisch bereitet sein 
und enthält in 50 ccm Flüssigkeit einen Tropfen einer bei Zimmer- 
temperatur gesättigten Ferricyankalilösung, einen Tropfen konzentrierter 
Salzsäure und zwei Tropfen des offizinellen Liquor Ferri sesquichlorati, 
dessen spezifisches Gewicht nach der Pk. G. 1,280 beträgt. Für die 
Bereitung des Reagens ist der Gebrauch von medizinalen Tropfflaschen 
von gleicher Größe empfehlenswert. Die zu untersuchenden Urine 
werden mit Wasser auf ein spezifisches Gewicht von 1010 verdünnt. 
Die Berlinerblaureaktion wird auf folgende Weise ausgeführt: 

10 ccm vom gelben Reagens werden in einem Meßzylinder abgemessen 
und mit zehn Tropfen des zu untersuchenden Urins vermengt. Nach 1 Minute 
wird der Meßzylinder etwas in die Höhe gehalten, so daß die Augen des 
Beobachters und der Boden des Meßzylinders in einer Ebene zu liegen 
kommen, und die obere Hälfte der Flüssigkeit bei durchscheinendem Licht 
auf ihre Farbe geprüft. Ist die obere Hälfte der Flüssigkeit wirklich blau, 
ohne einen Stich ins Grüne zu zeigen, so ist die Reaktion als beendet zu 
betrachten. Ist hingegen die Farbe eine dunkelgrüne, so wird in kurzen 
Zwischenräumen je ein Tropfen Urin bis zum Eintreten der Blaufärbung 
zugefügt. War die Flüssigkeit hellgrün gefärbt, so werden auf einmal 
fünf Tropfen, und nach Verlauf 1 Minute entweder noch einmal fünf 
Tropfen oder in kurzen Zwischenräumen je ein Tropfen Urin zugefügt. 

Aus meinen bisherigen Versuchen ergibt sich, daß 12 bis 15 Tropfen 
eines normalen Urins genügen, bei gemischter Kost mit JO eem des 
Reagens eine schöne Berlinerblaureaktion zu geben!). Wie zuverlässig 
die auf diese Weise erhaltenen Resultate sind, zeigt der Versuch, den 
ich mit dem Nephritisharn (Fall 6) machte. Während 17 Tropfen des 
Vergleichsharns eine gute Endreaktion gaben, mußte ich 28 Tropfen 
des Nephritisharns zum Reagens zufügen, bis die blaue Reaktion 
eintrat. Auch hier muß betont werden, daß der Urin des kranken 
Kindes bei einer Verdünnung von 1010 doppelt so stark gefärbt war 
wie der Vergleichsharn. Somit ist das Urochrom auch bei der blauen 
Reaktion mit den beiden Eisensalzen nicht beteiligt ?). 

1) Es sind hier immer Urine gemeint, die auf ein spezifisches Gewicht 
von 1010 verdünnt worden sind. 

2) Von dieser Tatsache konnte ich mich heute (den 18. August) abermals 
überzeugen. Ich erhielt nämlich heute den Urin einer neunjährigen Patientin, 
die in starkem Maße an Enuresis nocturna leidet mit häufigem Drang 
zur Harnentleerung auch am Tage. Der Urin (spezifisches Gewicht 1022) 
war dunkelgelb gefärbt und enthielt kein Eiweiß. Er gab weder die Berliner- 
blau- noch die Wolframresktion. Bis jetzt ist dieser Urin der einzige, bei 
dem die beiden blauen Reaktionen gänzlich versagten. Es muß sich hier 
um eine förmliche Stoffwechselkrankheit handeln, die ihren Ausdruck 
darin findet, daß der Harn gar keinen U-Stoff enthält, und daß hier der 
Hauptträger der N-Ausscheidung kristallinischer Harnstoff ist. 
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Wir haben also die unbestreitbare Tatsache vor uns, daß einerseits 
Harne von gesunden und normal genährten Menschen kräftige blaue 
Reaktionen geben mit Phosphorwolframsäure und mit den beiden 
Eisensalzen, und daß andererseits eine Verminderung der Intensität 
dieser Reaktionen auf einen krankhaften Zustand des Organismus 
hinweist. Es muß sich deshalb naturgemäß die Frage aufdrängen, ob 
nicht ein Zusammenhang besteht zwischen urämischen Erscheinungen 
und einer U-Retention ? Diese Frage wird sich am besten beantworten 
lassen durch Untersuchungen des Urins bei chronischer und akuter 
Urämie im Verlauf von chronischer interstitieller Nephritis, da bei 
dieser die Tagesmenge Harn entweder normal ist oder häufig die Norm 
übersteigt. Wird bei solchen Harnen eine auffallende Schwächung der 
blauen Reaktionen wahrgenommen werden, so wird dies zugunsten 
eines Zusammenhangs zwischen U-Retention und urämischen Er- 
scheinungen sprechen. 


Einen unmittelbaren Nachweis für die Giftigkeit des U-Stoffs 
werden am sichersten Tierversuche geben. Um für diese genügende 
Mengen von reinem U darzustellen, können auch Urine verwendet 
werden, deren spezifisches Gewicht weniger als 1020 beträgt. Ist die 
Reaktion des Urins gegen Lackmus schwach sauer, so muß er durch 
einige Tropfen verdünnter Salzsäure gegen Lackmus recht deutlich 
sauer gemacht werden. Natürlich darf nicht zu viel Salzsäure 
zugefügt werden. Unter keinen Umständen darf mit altem Material 
gearbeitet werden; der Urin soll innerhalb 48 Stunden verarbeitet 
werden!). 


Urochrom. 


Nach Weiss?) enthalten nur pathologische Harne, besonders solche, 
die auch Ehrlichs Diazoreaktion geben, ein Urochromogen. Von allen 
sauerstoffgierigen Bestandteilen des Urins wird nach Weiss in erster 
Reihe das Urochromogen vom Permanganat oxydiert. In der vor- 
liegenden Arbeit glaube ich nachgewiesen zu haben, daß die am leich- 
testen oxydierbare Substanz des normalen Harns der U-Stoff ist. Aber 
auch pathologische Harne enthalten den U-Stoff und geben demnach 
die blaue Wolframreaktion. Es ist deshalb unwahrscheinlich, daß 
solche Urine eine Substanz enthalten, die noch leichter oxydierbar ist 
als das U. Überhaupt wird sich über ein Urochromogen erst dann 
sprechen lassen, wenn es gelungen sein wird, unverändertes Urochrom 
darzustellen. Nur dann wird es sich nachweisen lassen, daß eine Sub- 


1) Wegen Mangels an materiellen Hilfsmitteln war es mir nicht möglich. 
größere Mengen von U-Stoff für Tierversuche darstellen zu können. 
2) Diese Zeitschr. 112, 75, 1920. 
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stanz durch Oxydation mittels Permanganat in Urochrom umgewandelt 
werden kann. Es läßt sich leider nicht behaupten, daß es bis jetzt 
gelungen sei, natives, unverändertes Urochrom darzustellen. Durch 
Ausfällen des Urins mit Blei- oder Quecksilbersalzen, Zerlegurg der 
Niederschläge durch Schwefelwasserstoff, ja sogar durch Sättigen des 
Harns mit Ammoniumsulfat, erleidet das Urochrom wesentliche Ver- 
änderungen, es wird, wenn der Ausdruck zulässig ist, ‚‚denaturiert“. 
Sagt doch Weiss ausdrücklich, daß das Urochrom zwar von Haus 
aus durch Ammonsulfat nicht ausgefällt wird, denn das Verfahren 
nach Garrod basiert ja gerade auf diesem Umstande, daß jedoch das 
nach Garrod dargestellte Urochrom durch Ammonsulfat gefällt wird. 
Um ein unverändertes Urochrom zu erhalten, wird es vor allem not- 
wendig sein, die Anwendung von Reagenzien, wie Blei, Quecksilber, 
H,S und Ammonsulfat zu vermeiden und alle diesbezüglichen Arbeiten 
bei Luftabschluß auszuführen. Obwohl es mir gelungen ist, durch ein 
einfaches Verfahren ein Urochrom unter diesen Bedingungen darzu- 
stellen, so hat es dennoch eine merkwürdige Veränderung erlitten. 
Während das native Urochrom sich in Methylalkohol äußerst leicht 
. löst, ist dieser Farbstoff, nachdem er aus einer methylalkoholischen 
Lösung mit Äther gefällt worden ist, in zwei Teile geteilt, in einen, 
der sich in Methylalkohol leicht löst, und in einen zweiten, der in ihm 
ganz unlöslich ist. Es findet hier ein Vorgang statt, der an die Koagu- 
lation der Eiweißkörper durch starken Alkohol erinnert. In chemischer 
Hinsicht scheinen sonst beide Teile identisch zu sein, da sie dieselben 
Eigenschaften besitzen und beim Kochen mit Salzsäure Uromelanin 
liefern. Das Verfahren, ein solches Urochrom darzustellen, ist 
folgendes: 


Eine beliebige Menge Harn von saurer oder durch einige Tropfen 
verdünnter Salzsäure sauer gemachter Reaktion wird bei etwa 50° im Vakuum 
eingedampft, hierauf im Exsikkator getrocknet und die Trockensubstanz 
mit kaltem Methylalkohol extrahiert!). Um die Menge des zur Extraktion 
nötigen Methylalkohols für eine beliebige Quantität Urin bei verschiedenen 


spezifischen Gewichten zu bestimmen, habe ich mich der Formel im 


bedient, wobei C die Anzahl der verwendeten Kubikzentimeter Urin be- 
zeichnet, während ich für S folgende Werte brauchbar fand: 














Spezifisches Gewicht des Urins j S 
ee > 

1016—1019 | 350 

1020—1023 | 300 

1024—1026 | 250 

1027 und 1028 | 225 

1029 und darüber | 200 


1) Die Extraktion wird am besten mit Hilfe eines dicken Glasstabes 
ausgeführt. 


3* 
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Wir hätten z.B. 700cem Urin, dessen spezifisches Gewicht 1018 


beträgt, so gibt uns an = 200 die Anzahl der zur Extraktion nötigen 
Kubikzentimeter Methylalkohol. Der methylalkoholische Auszug wind 
durch ein Saugfilter filtriert und das Volumen des Filtrats in einem Meß- 
zylinder abgemessen. Hierauf wird das Filtrat in einen Kolben gebracht, 
dessen Rauminhalt dreimal größer ist als das Volumen des Filtrate. Aus der 
methylalkoholischen Flüssigkeit wird das Urachrom durch ein gleiches 
Volumen Äther gefällt. Um jedoch zu verhindern, daß auch ein Teil des 
U-Stoffes mit dem Urochtom gefällt werde, muß der Äther vorher mit 
einem halben Volumen absoluten Alkohols vermengt werden, der den U-Stoff 
in Lösung hält. Wenn z. B. die methylalkoholische Lösung ein Volumen 
von 100 ccm hatte, so wird zur Fällung ein Gemenge von 100 ccm Äther 
und 50 ccm Alkohol verwendet. Der Alkoholäther wird unter fortwährendem 
Umschwenken des Kolbens zur methylalkoholischen Flüssigkeit zugefügt. 
Der sogleich entstandene voluminöse Niederschlag wird auf dem Saugfilter 
gesammelt und mit etwas Äther gewaschen. Hierauf wird der Trichter 
aus dem Filtrierkolben gehoben, der Niederschlag teilweise durch Klopfen 
auf den Trichter, teilweise mit Hilfe eines kleinen Spatels in eine Schale 
gebracht und diese sofort in einen Exsikkator gestellt, der mit der Wasser- 
strahlpumpe verbunden wird. Es genügt, das Wasser einige Minuten laufen 
zu lassen, worauf der Verbindungshahn zugeschlossen und der Niederschlag 
1 bis 2 Stunden im Exsikkator über Schwefelsäure gelassen wird. 


Das auf diese Weise dargestellte Urochrom besteht aus weißen. 
kreideähnlichen Stücken, die an offener Luft zerfließen und sich dabei 
intensiv gelb färben. Daß wir es hier wirklich mit Urochrom zu tun 
haben, ist daraus ersichtlich, daß erstens diese weiße, kreideähnliche 
Substanz einer entsprechenden Menge Wasser fast die ursprüngliche 
Harnfarbe verleiht, und daß zweitens sie beim Kochen mit Salzsäure 
Uromelanin liefert. Ich löste in etwa 60 ccm Wasser einige Stücke 
Urochrom, bis die Lösung die gelbe Farbe eines ziemlich konzentrierten 
Harns besaß. Zu dieser Lösung fügte ich 6ccm Salzsäure hinzu und 
kochte das Gemisch etwa eine halbe Stunde. Die Flüssigkeit wurde 
dunkelbraun und gab seinen Farbstoff an Amylalkohol leicht ab!). 
Man vergleiche mit dieser Beobachtung die Darstellung des Uro- 
melanins nach Plosz?): ‚Urin wurde bei Zutritt von Luft 10 bis 20 Mi- 
nuten mit 5- bis l1Oproz. Salzsäure gekocht, die entstandene braune 
Flüssigkeit mit Amylalkohol geschüttelt, welcher den Farbstoff auf- 
nahm, und der Amylalkohol abdestilliert.“ 

Das nach dem oben beschriebenen Verfahren dargestellte Urochrom 
enthält 3 bis 5 Proz. Asche; je gründlicher der Harnrückstand von 
Wasser befreit wurde und je kälter der verwendete Methylalkohol ist, 
desto weniger Asche enthält das Präparat. Der Aschegehalt des Uro- 
chroms kann noch verringert werden, wenn man darauf verzichtet, 





1) Das Urochrom selber ist im Amylalkohol ganz unlöslich. 
2) Neubauer und Vogel, 8. 510. 
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C . 100 die 





einen Niederschlag zu erhalten, und statt der Formel 





Formel yo gebraucht, also um die Hälfte weniger Methylalkohol 


verwendet. In diesem Falle erhält man das Urochrom als gelbe 
Fäden und Fetzen, die am Boden und an den Wänden des 
Kolbens anhaften. 


Bis jetzt hatten wir noch keine richtige Vorstellung von der Menge 
des Urochroms, die der normale Harn enthält. Die Fällung dieses 
Farbstoffs durch Alkoholäther ist nämlich eine quantitative, denn bei 
weiterem Hinzufügen von Äther fällt schon U-Stoff aus, wie sich durch 
das Verhalten des letzteren zur Oxalsäure nachweisen läßt, da er mit 
derselben das neue Oxalat bildet. Aus 440 ccm Urin, dessen spezifisches 
Gewicht 1024 war, erhielt ich 1,44g Urochrom, was einem Prozent- 
gehalt von 0,32 gleichkommt; ein anderer Harn bei einem spezifischen 
Gewicht von 1026,5 enthielt 0,4 Proz., ein dritter, dessen spezifisches 
Gewicht 1014,5 war, 0,28 Proz. Urochrom. Aus diesen Werten 
ergibt sich, daß das Urochrom ein wesentlicher Harnbestandteil ist. 
Der mittlere Gehalt des normalen Urins an Harnsäure ist nach 
Dapper etwa 0,05 Proz. und an Urobilin nach Müller und Gerhardt 
etwa 0,001 Proz., folglich enthält der normale Urin annähernd 
sechsmal mehr Urochrom als Harnsäure und 300mal mehr Urochrom 
als Urobilin. | 


Das Urochrom ist kein Farbstoff im gewöhnlichen Sinne des 
Wortes. Unter Farbstoff verstehen wir doch eigentlich eine Substanz, 
die in ganz geringer Menge viel Flüssigkeit zu färben imstande ist. 
0,01 g Methylorange färbt 100 eem Wasser ebenso intensiv gelb wie 
0,3 bis 0,4g Urochrom. Ich habe zwar niemals Urobilin, Hämato- 
porphyrin oder Uroerythrin gesehen, glaube aber dennoch, daß diese 
Substanzen schon echte Farbstoffe sind. 


Für die vorliegende Arbeit ist von besonderer Wichtigkeit der 
Nachweis, daß das Urochrom und der U-Stoff zwei ganz verschiedene 
Körper sind. Vor allem bildet das Urochrom mit Barythydrat keine 
hygroskopischen N- und S-haltigen Barytsalze, wie dies mit dem sauren 
Bestandteil des U, der U-Säure (US), der Fall ist. Und zweitens set 
das Urochrom in ÄAthylalkohol gänzlich unlöslich, während der U-Stoff 
sich in Alkohol leicht löst. Wird dementsprechend Harn auf !/,, seines 
Volumens eingeengt und mit starkem Alkohol auf sein ursprüngliches 
Volumen verdünnt, so enthält das Filtrat nur 4, oder Y, der ursprüng- 
lichen Harnfärbung. Nur die Umwandlungs- oder Spaltprodukte des 
U sind in Äthylalkohol unlöslich. Eins dieser Spaltprodukte geht auch 
in Alkohol über, wird aber schon bei Hinzufügung von Y, Volumen 
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Äther aus seiner alkoholischen Lösung gefällt!). Diese Spaltprodukte 
des U entstehen bei Eindampfung des Harns oder bei Verdunstung 
alkoholischer U-Lösungen an offener Luft, ferner durch Kontakt- 
wirkungen und durch Behandlung des Urins mit Schwefelsäure, selbst 
wenn sie verdünnt ist. Diese Spaltprodukte des U unterscheiden sich 
jedoch vom Urochrom durch ihre Fähigkeit, mit Barythydrat hygro- 
skopische, N- und S-haltige Barytsalze zu bilden. 


1) Es entsteht durch Kontaktwirkung von Filterpapier oder porösen 
Tellern auf das reine U oder auf den Alkoholextrakt aus Harn. 


Der Gaswechsel der Maus 
nach Injektion von Zuckerlösungen und Insulin. 


Von 
E. J. Lesser. 


(Aus dem Laboratorium der städtischen Krankenanstalten in Mannheim.) 
(Eingegangen am 18. September 1924.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Im Dezember 1923 wurde aus dem hiesigen Laboratorium eine 
kurze Mitteilung über Versuche gemacht, welche das Schicksal des 
einer hungernden Maus injizierten Traubenzuckers bei Gegenwart 
und Abwesenheit von Insulin feststellen sollten!). Es war damals gezeigt 
worden, daß sowohl die Synthese des Glykogens aus dem injizierten 
Traubenzucker, als auch das Verschwinden von Traubenzucker aus 
dem Tierkörper durch Insulin stark beschleunigt wird. Daraus war 
der Schluß gezogen worden, daß das Insulin den gekoppelten Prozeß 
von Traubenzuckerverbrennung und Polymerisierung beschleunige. 
Versuche, bei denen der Gaswechsel der Maus unter gleichen Bedin- 
gungen untersucht werden sollte, sowie Versuche, bei denen nicht nur 
Glykogen und reduzierende Substanz, sondern auch die Zwischen- 
kohlehydrate bestimmt werden sollten, waren in Aussicht gestellt 
worden. In folgendem soll zunächst über eine Reihe von Gaswechsel- 
versuchen an der hungernden Maus nach Traubenzuckerinjektion bei 
Gegenwart und Abwesenheit von Insulin berichtet werden. 

Die Versuche wurden mit dem früher von mir und von Elsas be- 
schriebenen Respirationsapparat nach dem Reignauli-Reisetschen Ver- 
fahren gemacht?). Der Apparet war modifiziert, indem statt des damals 
verwendeten Tierrezipienten ein sehr viel kleinerer verwendet wurde. 
Derselbe hatte schon zu kalorimetrischen Versuchen am Frosch gedient 
und ist in dieser Zeitschr. 140, 562, 1923 abgebildet und beschrieben. Ferner 
wurde statt der Pflügerschen Quecksilberpumpe die von Krogh?) an- 
gegebene, von Fr. Runne in Rohrbach modifizierte Schlauchpumpe ver- 


wendet. Dadurch wurde es möglich, die Quecksilberventile der Bohrschen 
Anordnung fortzulassen und das Volumen des gesamten Apparates auf 


1) Bissinger, Lesser u. Zipf, Klin. Wochenschr. 2, Nr. 49, 2233, 1923. 
2) Bernhard Elsas, Zeitschr. f. Biol. 62, 3, 1913. 
3) Krogh, Skand. Arch. f. Physiol. 15, 328, 1904. 
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278 ccm zu reduzieren. Der Tierbehälter war unter Wasser versenkt. Alle 
Verbindungen wurden mit diekwandigem Gummischlauch so hergestellt, 
daß Glas auf Glas stieß. In jedem Versuch wurde durch Gasanalyse im 
Haldaneapparat die Zusammensetzung des Gases im Apparat vor und nach 
dem Versuch ermittelt. Die Differenz zwischen dem (auf Grund der Gas- 
analyse vor den Versuchen und den Temperatur- und Barometeränderungen 
während der Versuche) berechneten Sauerstoffgehalt und dem am Schluß des 
Versuchs durch Gasanalyse gefundenen betrug im Mittel — 0,6 ccm. Die 
Differenzen betrugen in den einzelnen Versuchen zwischen 0 und 2ccm. 
Es wurde sowohl mehr als weniger Sauerstoff gefunden als berechnet war. 
Da der Sauerstoffverbrauch meist (mit Ausnahme der zweiten Periode 
und einiger Versuche mit hohen Insulindosen) etwa 100 ccm betrug, so 
dürfte der Fehler der Sauerstoffbestimmung im allgemeinen 1 Proz. nicht 
überschreiten. Die Kohlensäurebestimmung wurde nach Pettenkofer aus- 
geführt. Der Fehler betrug etwa 0,5 cem Kohlensäure. Der Fehler des respi- 
ratorischen Quotienten würde danach im Einzelversuch etwa 0,02 betragen. 
Im ganzen wurden 17 Bestimmungen des respiratorischen Quotienten im 
Hunger unter identischen Bedingungen, aber an verschiedenen Tieren ge- 
macht. Der höchste Wert des respiratorischen Quotienten betrug dabei 0,789, 
der niedrigste 0,748. Berechnet man unter der Annahme, daß unter diesen 
Bedingungen stets derselbe Wert hätte gefunden werden müssen, den 
mittleren Fehler der einzelnen Beobachtung, so ergibt sich dieser zu 0,013, 
zieht man den Mittelwert aus fünf bis sechs Versuchen, so reduziert sich 
der mittlere Fehler des respiratorischen Quotienten auf 0,005 und der 
wahrscheinliche Fehler auf 0,003. 


Zu den Versuchen wurden nur männliche weiße Mäuse benutzt. Die Tiere 
wurden etwa 14 Tage vorher in Einzelbehälter gebracht und zweimal am Tage 
völlig gleichmäßig mit Brot und Milch gefüttert. 18 Stunden vor der Zucker- 
oder Insulininjektion wurde ihnen die Nahrung entzogen und sie in ein Glas- 
gefäß mit Watte gesetzt. Etwa 16 Stunden nach der Nahrungsentziehung 
wurde ein etwa 60 Minuten dauernder Respirationsversuch gemacht. 
Etwa Lé Stunde nach Beendigung desselben bekamen die Tiere stets mit 
derselben Spritze 0,93 ccm Zuckerlösung injiziert, die ungefähr 5 Proz. 
Traubenzucker enthielt. Der genaue Gehalt wurde polarimetrisch ermittelt. 
In den Insulinversuchen enthielt das injizierte Volumen außerdem noch eine 
wechselnde Menge Insulin Brand, und zwar Mengen zwischen 74.10-3 und 
3,7.10-3 klinischen Einheiten. Für alle Versuche wurde dieselbe Insulin- 
probe benutzt (Batch Nr. 270, issued Februar 1924). Die Injektion wurde 
intraperitoneal vorgenommen. Ein Assistent faßte die Maus an der Rücken- 
haut mit zwei Fingern im Genick und mit zwei Fingern oberhalb der 
Schwanzwurzel und hielt sie so mit der Bauchseite nach oben. Nach be- 
wirkter Injektion wurde sofort auf die Injektionsstelle etwas Kollodium 
gebracht und so verhindert, daß von der injizierten Flüssigkeit ein Tröpfchen 
sustrat. Sofort nach der Injektion kam das Tier in den Rezipienten des 
Respirationsapparats, dessen Pumpe schon vorher in Gang gesetzt war. 
Um für die Gasanalyse ante eine Durchschnittsprobe entnehmen zu können, 
mußte die Luft des Apparats erst durchgemischt werden. Der eigentliche 
Respirationsversuch begann daher erst 8 bis 14 Minuten nach erfolgter In- 
jektion. Er dauerte meist 40 bis 50 Minuten (Periode 1). An ihn schlossen 
sich Periode 2 und 3 direkt an, die meist etwas über 1 Stunde dauerten. Der 
am Schluß des Versuchs im Rezipienten enthaltene Urin des Tieres (1 bis 
2 ccm) wurde mit verschiedenen Methoden auf Zucker geprüft. Nie wurden 
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mehr als 0,5 mg reduzierende Substanz (als Zucker berechnet) gefunden. 
In den Insulinversuchen waren am Schluß des Versuchs stets nur ein paar 
Tropfen Urin im Rezipienten. In den Versuchen ohne Insulin war es stets 
über lccm. Die Versuchstemperaturen in den einzelnen Versuchen schwankten 
zwischen 18 und 20°. Während eines Versuchs schwankte die Temperatur 
um höchstens 1%. Das Protokoll eines Versuchs ist am Schluß der Arbeit 
mitgeteilt. 

Die Versuchsergebnisse sind in den Tabellen I bis VIII zusammen- 
gestellt und durch die Abb. 1 bis 4 erläutert. Die Versuche zerfallen 
in drei Gruppen. 

1. Fünf Versuche mit Injektion von 0,93 ccm einer etwa SES 
Zuckerlösung (bezeichnet Z.-Versuche). 


2. Sechs Versuche mit Injektion von 0,93 ccm einer etwa 5proz. 
Zuckerlösung. In den 0,93ccm waren außer Traubenzucker noch 
3,7 bis 9,3.10-? klinische Einheiten Insulin enthalten (bezeichnet 
Lo S.-Versuche, Insulin ohne Symptome). 


3. Sechs Versuche genau wie unter 2., die in der Injektionsflüssig- 
keit enthaltenen Insulinmengen betrugen 4,6 bis 74,4 . 10° klinische 
Einheiten Insulin (bezeichnet I. m. S.-Versuche, Insulin mit Sym- 
ptomen). 

Die Z.-Versuche ergeben, daß in der sofort auf die Injektion 
folgenden Periode 1 der respiratorische Quotient sich entweder gar nicht 
ändert: oder absinkt (s. Tabelle I). In drei Versuchen ändert er sich 
nicht, in zwei Versuchen sinkt er. Von diesen ist das Ergebnis des 
Versuchs vom 26. März unsicher. Die Maus hatte beim Verschluß 
des Rezipienten ihren Schwanz zwischen Gummistopfen und dem 
Glashals geklemmt. Infolgedessen trat Wasser in den Rezipienten, 
der Versuch mußte unterbrochen und nach Abtrocknung der Maus 
wieder in Gang gesetzt werden. Vielleicht ist die Maus dabei abgekühlt 
worden und dadurch der niedrige respiratorische Quotient in der ersten 
und zweiten Periode verursacht. In allen anderen Versuchen steigt in 
der zweiten Periode der respiratorische Quotient über den Nüchternwert, 
er steigt in der dritten Periode weiter, nur in einem Versuch bleibt 
er in der dritten Periode auf der gleichen Höhe wie in der zweiten. 
Die Oxydationsgeschwindigkeit wurde aus der Versuchszeit für eine 
Stunde umgerechnet. Es ergibt sich dann mit Ausnahme des Versuchs 
vom ô. Mai, daß die Oxydationsgeschwindigkeit in der ersten und 
zweiten Periode nach der Injektion sinkt, während sie in der dritten 
Periode entweder gleich bleibt oder leicht sinkt oder steigt. Die Mittel- 
werte ergeben für die erste Periode ein Absinken um 8,7 Proz., für 
die zweite Periode ein Absinken um 17 Proz., für die dritte Periode 
ein Absinken um 20 Proz. des Nüchternwertes. In einem Versuch, 
bei dem einer Hungermaus von 19,3g Gewicht nach 16stündiger 
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Nahrungsentziehung 0,93 ccm steriler, physiologischer Kochsalzlösung 
injiziert waren, ergab sich: 





Respirstorischer, cem O3 pro Versuchsdauer 
EES | Quotient | 1 Std. berechnet | Vera! | Min. 
Hunger .. 0,746 | 93,7 Lee. Age) 60 
um 12h 36° 0,93 ccm, 0,9 proz. NaCl von Zimmertemperatur injiziert 
Periode 1 . 0,727 | 104,7 12h45’— 1h17’| 41 nach Injektion 
, 2. 0,740 ` 91,5 | 117— 226 | 110 „ j 
a gia 0,742 ' 1002 2 26— 3 26 | 170 „, $ 





Der Versuch stimmt mit dem Mittelwert der Z.-Versuche darin 
überein, daß in der ersten Periode der respiratorische Quotient um 
den gleichen Betrag etwa absinkt (0,019). Die zweite und dritte Periode 
ergibt wieder den Nüchternwert. Die Oxydationsgeschwindigkeit 
schwankt unregelmäßig, sinkt aber niemals merklich unter den Nüchtern- 
wert. Die maximale Abweichung vom Nüchternwert beträgt + 12 Proz. 
Solche Schwankungen sind bei sich willkürlich bewegenden Tieren 
nicht zu vermeiden. In den Z.-Versuchen ist die Steigerung des respira- 
torischen Quotienten in der zweiten und dritten Periode auf Ver- 
brennung des injizierten Zuckers zu beziehen. Die Frage, ob in der . 
ersten Periode bereits Zuckerverbrennung einsetzt, ist nicht ganz leicht 
zu entscheiden. Eine Steigerung des respiratorischen Quotienten tritt 
in der ersten Periode niemals ein, ein Absinken nur zweimal, von denen 
der eine Versuch nicht ganz einwandsfrei ist, wegen Abkühlung der 
Maus. Es wäre möglich, daß die Injektion einer nicht körperwarmen 
Lösung ein Absinken des respiratorischen Quotienten hervorruft. Ein. 
Erwärmen der Injektionsflüssigkeit auf Körpertemperatur wurde aus 
folgendem Grunde unterlassen: Die Gaswechselversuche sollten mit 
den Kohlehydratanalysen Bissingers verglichen werden, bei denen 
stets zimmerwarme Traubenzuckerlösung injiziert worden war. Wenn 
die Injektion von nicht körperwarmer Salzlösung zunächst ein Sinken 
des respiratorischen Quotienten hervorrufen sollte, so würde das 
Gleichbleiben des respiratorischen Quotienten nach Injektion von 
Zuckerlösung so aufgefaßt werden können, daß infolge der Verbrennung 
von injiziertem Zucker das Sinken des respiratorischen Quotienten 
ausbleibt. 


Da aber in dem Versuch vom 6. Mai die Senkung des respira- 
torischen Quotienten außerhalb der Fehlergrenzen liegt (der Sauerstoff- 
fehler in diesem Versuch betrug 0,3 ccm, entsprechend 0,45 Proz. des 
gemessenen Sauerstoffverbrauchs) und auch der Mittelwert des respira- 
torischen Quotienten (auch nach Eliminierung des Versuchs vom 
26. März) eine Senkung um 0,016 aufweist, glaube ich diese Möglichkeit 
ablehnen zu dürfen. Es würde sich daher ergeben, daß die Verbrennung 
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des der Maus intraperitoneal injizierten Zuckers erst eine Stunde nach 
erfolgter Injektion beginnt. 

Um die verbrannte Zuckermenge aus dem Gaswechsel zu berechnen, 
bin ich so vorgegangen, daß ich den respiratorischen Quotienten in 
zwei Teile zerlegte, nämlich den Nüchternwert und den Wert für ver- 
brannten Traubenzucker. Es ergab sich z. B. für den Versuch vom 
24. Juni ein Nüchternwert des respiratorischen Quotienten von 0,768, 
der respiratorische Quotient der zweiten Periode betrug 0,784, die ab- 
gegebene Kohlensäure 45,6 ccm, der aufgenommene Sauerstoff 58,2 ccm 
bei einer Dauer von 45 Minuten. Die Zerlegung in die zwei Quotienten 
führt zu der Gleichung 

45,6— X 

68,2 — X 
In der Gleichung entspricht X der Kohlensäure- (und Sauerstoff-) 
Menge in Kubikzentimetern, welche aus verbranntem Traubenzucker 
stammt. 1,34 - X ist alsdann die verbrannte Traubenzuckermenge in mg. 
Diese Gleichung entspricht der Annahme, daß Eiweiß und Fett in 
demselben Verhältnis durch Kohlehydrat aus der Verbrennung ver- 
drängt werden, in welchem sie an der Verbrennung im Hungerstoff- 
wechsel teilnehmen. Wenn dies nicht zutrifft, z. B. das Eiweiß relativ 
stärker als das Fett verdrängt wird, sind die hier berechneten Werte 
für die Traubenzuckerverbrennung zu klein, im umgekehrten Falle 
sind sie zu groß. Eine Berechnung der umgesetzten Stoffe aus dem 
Gaswechsel ist bekanntlich nur möglich, wenn der Stickstoffumsatz 
bekannt ist und lange Versuchsperioden gewählt werden. Die hier 
benutzte Berechnungsart ist provisorisch, ob sie richtig ist, kann nur 
durch chemische Analyse der Gesamtkohlenhydrate in der Maus unter 
sonst gleichen Bedingungen ermittelt werden. Solche Bestimmungen 
sind im Gange. Berechnet man nun auf die angegebene Weise die in 
den einzelnen Versuchen verbrannten Traubenzuckermengen, so ergibt 
sich (s. Tabelle IV), daß in der zweiten Periode (mittlere Dauer 67 Mi- 
nuten, Beginn 48 Minuten nach Injektion) 10 mg Traubenzucker 
verbrannt werden und in der dritten Periode (mittlere Dauer 77 Minuten, 
Beginn 125 Minuten nach Injektion) 19,1mg. Mit längerer Dauer 
des Versuchs nimmt also die Geschwindigkeit der Zuckerverbrennung 
zu. In den ersten 180 Minuten wären danach etwa 24 mg Traubenzucker 
verbrannt, wie aus Abb. 4 zu entnehmen ist. Das Mittelgewicht der 
Maus betrug dabei 16,3g. Die injizierte Traubenzuckermenge 46,8 mg. 
Der gefundene Wert von 24 mg Traubenzucker für 3 Stunden stimmt 
mit dem von Bissinger durch Analyse der Tiere direkt ermittelten 
einigermaßen überein. Bissinger fand bei völlig gleicher Versuchs- 
anordnung, daß der Wert: verschwundenen Zucker minus neugebildetes 
Glykogen in 21% bis 3 Stunden 20 mg beträgt (berechnet für ein 


= 0,768. 
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Mausgewicht von 16,3g), die Analyse 
der Tiere auf Zucker und Glykogen 
scheint demnach die Berechnung auf 
Grund der Differenz der respira- 
torischen Quotienten im Hunger und 
nach Injektion von Traubenzucker 
zurechtfertigen. Dabei ist zu berück- 
sichtigen, daß der Wert Bissingers 
nur ein vorläufiger ist, da er nur 
das Mittel aus vier Tieren darstellt. 
Ein genauerer Wert liegt für die 
Zeit von 30 Minuten nach Injektion 
der Traubenzuckerlösung vor. Zu 
dieser Zeit ergibt die Analyse (Mittel 
aus sieben Tieren), daß 7,4 mg 
Zucker verschwunden sind, während 
im Gaswechsel zu dieser Zeit eine 
Änderung des respiratorischen Quo- 
tienten noch nicht nachweisbar ist. 
Die Resultate der Gaswechselver- 
suche und der Versuche mit Ana- 
lyse der Tiere stimmen demnach 
bei Berücksichtigung einer Periode 
von 21, bis 3 Stunden leidlich 
überein. Der zeitliche Verlauf ist 
aber in den Gaswechselversuchen 
ein völlig anderer. Es ist möglich, 
daß dies damit zusammenhängt, 
daß bisher nur Glykogen und redu- 
zierende Substanz in den Mäusen 
bestimmt wurde, während die 
Zwischenkohlehydrate noch nicht be- 
rücksichtigt worden sind. Wenn eine 
Versuchsreihe, welche auch diese be- 
rücksichtigt,beendet sein wird,solldie 
Frage von neuem diskutiert werden!). 


!) Anmerkung während der Korrek- 
tur: Bisher hat sich bei diesen Ver- 
suchen völlige Übereinstimmung mit 
den Werten von Bissinger ergeben. 
Der Mittelwert aus 6 Tieren, der bisher 
vorliegt, beträgt für ein Mausgewicht 
von 16,3g berechnet: 5,5mg, in 
Li Stunde verschwunden. 





(Versuche ohne Symptome). 


Tabelle II. 2. Zucker + Insulin. 
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Die I.o. S.-Versuche sind in Tabelle II zusammengestellt. In 
diesen Versuchen war bis zum Ende des Versuchs, d. h. etwa 3 Stunden 
nach der Injektion von Insulin und Traubenzucker, an den Mäusen 
keinerlei abnormes Symptom zu bemerken. Die Insulinmenge, welche 
eben noch keine Symptome, besonders auch keine stärkere Abnahme 
der Oxydationsgeschwindigkeit bewirkt, mußte bisweilen erst durch 
mehrfaches Probieren gefunden werden. Sie beträgt im Mittel, wie 
aus Tabelle V hervorgeht, 30.10? klinische Einheiten pro 100g 
Mausgewicht. Es kommt aber vor (Versuch vom 30. April und 11. Juni), 
daß auch bei dieser Dose schon Symptome auftreten, und daß die 
Oxydationsgeschwindigkeit stärker als normal abnimmt. Das ist in 
neun Versuchen zweimal der Fall. Ein Kaninchen von 2kg Gewicht 
braucht 3 klinische Einheiten, um hypoglykämisch zu werden. Um 
2000 g Mausgewicht hypoglykämisch zu machen, sind dagegen nur 
etwa 1,2 klinische Einheiten nötig, wenn gleichzeitig eine etwa ebenso 
große Traubenzuckermenge injiziert wird, als das Tier an Glykogen 
und Traubenzucker schon enthält. 


Tabelle V. 
a ee in klinischen Toronto-Einheiten x 10-3. 


























E Versuche | Versuche | | 
| ohne Symptome ` mit Symptomen | 
Datum Insulins Insulin» Datum ` Insulin» zum. Bemerkungen 
| abso ut Tier 100g absolut Tier 10g e ` 
25. IV. | 3,7 25,6 | 3. IV. 74,4 648 
9. V. 4,6 25,6*) | 9.IV. 37,2 204 
12. V. 9,3 52 Lutv | oe 100 
6. VI. | 5.6 308 | 23 IV. | Pe 49 ` 
13. VI. 4,6 25,2 30. IV. | 4,6 25 An der Grenze zum 
17. VI. 46 23.2 GK JI pn 42, Pormal Verkaiie 
27. VI. S 56 | 284 |1LVE| 46 20 | AnderGrenze mm 
- -— en e EE Verhalten 
Mittelwert: I IW 30,3 f | ' | 


*) In diesem Versuche blieb die Steigerung des respiratorischen Quotienten in der ersten 
Periode aus. 


Eine physiologische Kanincheneinheit macht nach Krogk!) 10000 g 
Mausgewicht hypoglykämisch. Bei gleichzeitiger Zuckerinjektion, wie 
in unseren Versuchen, würde eine physiologische Kanincheneinheit 
5000 g Mausgewicht hypoglykämisch machen. Auch bei gleichzeitiger 
Zuckerinjektion ist demnach die Insulinempfindlichkeit der Maus noch 
erheblich größer als die des Kaninchens. 

Der respiratorische Quotient steigt bereits in den ersten 39 Minuten 
nach der Injektion (Versuch vom 13. Juni) beträchtlich. Er liegt in 


1) Krogh, zitiert nach Mac Leod und Orr, Journ. of laborat. a. clin. med. 
9, 591, 1924. 
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allen Versuchen in der ersten Periode erheblich über dem Mittelwert. 
In der darauf folgenden Periode (50. bis 98. Minute) sinkt der Quotient 
bereits wieder, liegt aber immer noch deutlich über dem Nüchternwert. 
In der dritten Periode (66. bis 90. Minute) sinkt er weiter, erreicht 
zweimal den Nüchternwert, liegt in den übrigen Versuchen um 0,015 
bis 0,02 höher. Der Mittelwert liegt in der ersten Periode um 0,066, 
in der zweiten um 0,032 und in der dritten um 0,011 über dem Nüchtern- ' 
wert. Das Verhalten des respiratorischen Quotienten entspricht also 
ganz dem, was H. H. Dale!) vermutet hat. Sofortiges starkes Ansteigen 
des respiratorischen Quotienten, das aber nur von kurzer Dauer ist. 
Die Oxydationsgeschwindigkeit 
verhält sich fast genau so wie 
in den Z.-Versuchen. Meist 
kommt es zu einem $inken in 
Periode 1 und 2, während sie in 
Periode 3 stets wieder steigt 
(Abb. 1). In einem Versuch mit 
relativ geringem Nüchternwert 
der Oxydationsgeschwindigkeit 
steigt diese nach der Injektion 
dauernd an. Im Mittel nimmt 
die Oxydationsgeschwindigkeit in 
Periode 1 um 13,2 Proz., in 
Periode 2 um 23,2 Proz., in 
Periode 3 um 17 Proz. des 
Nüchternwertes ab. Die be- 
treffenden Zahlen betrugen in den 
Z.-Versuchen 8,7, 17 und 20 Proz. Lim S-Versuche. 

Während die Abnahme in der __ ----- 1. o. S «Versuche. 

ersten und zweiten Periode der —»— ` Ren, 

2.-Versuche etwas kleiner ist, ist sie in der dritten Periode etwas größer 
als in der I. o. S.-Reihe. In diesen Dosen hat das Insulin demnach 
keinen merklichen Einfluß auf die Oxydationsgeschwindigkeit, während 
es einen deutlichen, sehr beträchtlichen Einfluß auf den respiratorischen 
Quotienten hat. Es entsteht nun die Frage, ob diese Erhöhung des 
respiratorischen Quotienten durch Zuckerverbrennung erklärt werden 
darf. Das ist bekanntlich nur dann erlaubt, wenn der Kohlensäure- 
gehalt der Maus vor und nach dem Versuch derselbe ist. Bekanntlich 
kann der respiratorische Quotient gefälscht sein, d. h. die abgegebene 
Kohlensäure kann größer sein als die durch Oxydation entstandene. 
Dies ist der Fall, wenn die Lungenventilation gesteigert ist oder Milch- 





1 l Periode J 
Abb. 1. Zeitlicher Verlauf der Sauerstoffaufnahme. 





1) H. H. Dale, The Lancet May 19, S. 992, 1923. 
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säure im Stoffwechsel entsteht, ohne sogleich weiter verbrannt zu 
werden. Wenn wir annehmen, daß der respiratorische Quotient auf 
eine dieser beiden Arten gefälscht wäre, so ließe sich die ausgetriebene, 
nicht durch Oxydation entstandene Kohlensäure aus dem respirato- 
rischen Quotienten im Hunger und der gefundenen Sauerstoffaufnahme 
leicht berechnen. Die gefundene Sauerstoffaufnahme multipliziert 
‘ mit dem Nüchternwert des respiratorischen Quotienten, würde die 
wahre CO,-Menge ergeben. Diese von der gefundenen Kohlensäure 
subtrahiert, ergäbe die ausgetriebene Kohlensäuremenge. Dies würde 
in Periode 1 (Hunger-Respirationsquotient 0,772, Sauerstoffaufnahme 
82,9) eine wahre Kohlensäuremenge von 64ccm ergeben gegenüber 
einer gefundenen Kohlensäuremenge von 69,5ccm. Es wären mithin 
5,5 ccm Kohlensäure ausgetrieben. Durch gesteigerte Lungenventilation 
könnte eine solche Kohlensäuremenge nicht ausgetrieben worden sein. 
Nehmen wir eine Blutmenge von 10 Proz. des Körpergewichts an, so 
kämen wir auf 2ccm Blut, die etwa 50 Proz. Kohlensäure enthalten 
mögen. Das wäre l cem. Die gesamte Kohlensäure des Blutes würde 
also noch nicht ein Fünftel der Menge betragen, die wir als in einer 
Stunde ausgetrieben berechnet haben. Ferner müßte einer Periode, 
in welcher der respiratorische Quotient durch Kohlensäureaustreibung 
infolge von Hyperventilation steigt, eine Periode folgen, in welcher 
die Blutkohlensäure wieder zum normalen Werte zurückgeht, in der der 
respiratorische Quotient daher unter den Nüchternwert sinkt. Das ist 
während der nächsten 2 Stunden aber nicht der Fall. Es kann daher 
in unserem Falle der respiratorische Quotient durch gesteigerte Lungen- 
ventilation nicht gefälscht sein. Ferner ist daran zu erinnern, daß 
Mac Leod!) und Mitarbeiter beim Kaninchen unter Insulinwirkung 
keine Steigerung der Lungenventilation gefunden haben, auch am 
Hunde nicht, solange keine hypoglykämischen Symptome vorlagen. 
Es entsteht weiter die Frage, ob der respiratorische Quotient dadurch 
gefälscht ist, daß infolge von Milchsäurebildung Kohlensäure aus- 
getrieben wurde. Ich habe beim Frosch gefunden, daß bei einer Milch- 
säurebildung von 0,137 Proz. rund 17 ccm Kohlensäure pro 100g Tier, 
d. h. 3,4ccm pro 20g Tier in 24, Stunden bei totaler Anoxybiose 
ausgetrieben wurden; um 5,5ccm auszutreiben, wären dann 44mg Milch- 
säure nötig. Berechnet man nach der Gleichung 


die Milchsäuremenge, welche nötig ist, um 5,5ccm Kohlensäure aus- 


zutreiben, so findet man etwa nur die Hälfte dieses Wertes, nämlich 
22,1 mg. Das würde aber einen Prozentgehalt der Maus von 0,11 Proz. 


1) Dickson, Eadie, Mac Leod und Pember, Quart. journ. of exper. Phys. 
14, 123, 1924. 
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Milchsäure bedeuten. Etwa die Hälfte des injizierten Traubenzuckers 
wäre in Milchsäure übergegangen, welche nicht weiter verbrennen 
dürfte, sondern ausgeschieden werden müßte. Würde sie nämlich in 
einer späteren Periode weiter verbrannt, so müßte der respiratorische 
Quotient entsprechend sinken, der für die Verbrennung des milchsauren 
Natriums zu Kohlensäure, Wasser und Natriumbicarbonat 0,66 beträgt. 
Es ist zweckmäßig, mit dem Minimalgehalt von Milchsäure, welche 
das Tier nach unserer Annahme haben müßte, um die gefundenen 
Kohlensäuremengen auszutreiben, die Zunahme der Milchsäure im 
Blute zu vergleichen, welche Briggs und Mitarbeiter!) beim Hunger- 
insulinhund gefunden haben. Sie betrug 0,03 Proz. nicht in 100 g Tier, 
sondern in 100g Blut, wenn der Blutzucker 0,07 betrug und Asthenie 
bestand. Es erscheint daher einmal wegen der Größe der zur Kohlen- 
säureaustreibung nötigen Milchsäuremenge, zweitens weil der respira- 
torische Quotient nicht nur in der ersten Periode steigt, sondern auch 
in den nächsten 146 Minuten weiter dauernd über dem Nüchternwert 
liegt, nicht sehr wahrscheinlich, daß der respiratorische Quotient durch 
Kohlensäureaustreibung infolge von Milchsäurebildung gefälscht ist?). 

Es ist mithin sehr wahrscheinlich, daß die Steigerung des respira- 
torischen Quotienten in diesen Versuchen auf Verbrennung des in- 
jizierten Traubenzuckers beruht. 

Es ist daher auch für diese Versuche in der gleichen Weise wie 
für die Z.-Reihe der verbrannte Zucker aus dem Gaswechsel und dem 
Nüchternwert des respiratorischen Quotienten berechnet worden. Die 
Resultate sind ebenfalls in Tabelle IV verzeichnet. Sie zeigen — ent- 
sprechend dem ganz anderen Verhalten des respiratorischen Quotienten 
in den I. o. S.-Versuchen als in den Z.-Versuchen —, daß bereits in 
der ersten Periode eine sehr beträchtliche Zuckerverbrennung einsetzt, 
die in der zweiten und dritten Periode stark sinkt. Der zeitliche Verlauf 
der Zuckerverbrennung verhält sich also in den I.o. S.-Versuchen 
gerade umgekehrt wie in den Z.-Versuchen. Im ersten Falle setzt die 
Verbrennung nahezu sofort ein, steigt rasch an, die Kurve verläuft 
konkav gegen die Zeitachse, im anderen Falle fängt die Verbrennung 
erst eine Stunde nach der Injektion an, die Kurve verläuft konvex 
gegen die Zeitachse (s. Abb.4). In den Lo S.-Versuchen müssen 
daher, wenn man die Gesamtmenge des verbrannten Zuckers berechnen 
will, auch die ersten 10 Minuten nach der Injektion berücksichtigt 
werden, in denen der Gaswechsel aus technischen Gründen nicht be- 
stimmt werden konnte. Unter Voraussetzung eines stetigen Verlaufs 


1) Briggs und Mitarbeiter, Journ. of biol. Chem. 58, 721, 1924. 

2) Zur größeren Sicherheit ist aber in Aussicht genommen, den Milch- 
säuregehalt der normalen, der Zuckermaus und der Zuckerinsulinmaus zu 
bestimmen. 
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der Kurve der Zuckerverbrennung kann diese Größe rechnerisch er- 
mittelt werden, nach einer empirischen Gleichung U = a (1 eh, 
in der U die verbrannte Zuckermenge, T die Zeit in Minuten, a und 
b Konstante sind (a = 5l, b = 0,0155). Die Zahlen, die sich auf diese 
Weise ergeben, sind in der Tabelle VI zusammengestellt. Die ver- 


Tabelle VI. 


I. o. S. U — a (1—e™™) 
a — 5l b = 0,0155 











10 1,3 D = 
48 26.8 27,1 +11 
121 43.2 43.85 +15 
194 48.5 49,55 +22 
Berechnet für 30 Min. | 18,0 
„ 30,9 


29 ” 


brannte Traubenzuckermenge ergibt sich für die ersten 10 Minuten 
zu 7,3 mg, in 194 Minuten werden 48,5 mg verbrannt. Für 30 Minuten 
berechnet sich die verbrannte Traubenzuckermenge zu 18mg, für 
60 Minuten zu 30,9 mg. Die Zahlen, welche Bissinger für ein entsprechen- 
des Mausgewicht fand (Mittel aus sechs Tieren, Herbst 1923, Insulin- 
dose 370 . 1073 klinische Einheiten pro 100g Mausgewicht), betrugen 
für 1, Stunde: 26,3 mg, Traubenzucker verschwunden, der nicht als 
Glykogen wiedergefunden wurde, und für 1 bis 11, Stunden 40 mg. 
Dabei ist zu berücksichtigen, daß die Insulindosen in den Versuchen 
Bissingers etwa zehnmal so groß waren als in den Respirationsversuchen 
der Sommermonate. Trotzdem wurden damals keine Symp*’ome an 
den Mäusen beobachtet. Es scheint sich, falls die Wiederholung der 
Versuche zum gleichen Resultat führen sollte, also um eine aus- 
gesprochene Saisondifferenz in der Insulinempfindlichkeit der Maus 
zu handeln. Wenn aber der Verlauf des Respirationsversuchs trotz 
dieser Differenzen mit den direkten Analysen verglichen werden dürfte, 
so würde sich aus diesen Versuchen ergeben, daß unter Insulinwirkung 
zwar die Zuckerverbrennung sehr stark beschleunigt wird, daß aber 
die Größe dieser Verbrennung nicht ausreicht, um den nach 30 und 
60 Minuten verschwundenen Traubenzucker zu erklären. Laut Analyse 
der Tiere verschwinden in 30 Minuten 26,3, in 60 Minuten 40 mg Trauben- 
zucker, die nicht als Glykogen wiedergefunden werden. Laut Respira- 
tionsversuch werden in 30 Minuten 18, in 60 Minuten 31 mg Trauben- 
zucker verbrannt, in 30 Minuten verschwinden 50 Proz. Traubenzucker 
mehr als die Berechnung des Respirationsversuchs ergibt, in 60 Minuten 
30 Proz. mehr. Es darf bei diesen Werten allerdings nicht vergessen 
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werden, daß sie als definitive noch nicht angesehen werden dürfen, 
weil auch, abgesehen von der Differenz der Jahreszeit und der Insulin- 
dosen, bisher nur durch die chemische Analyse Traubenzucker und 
Glykogen ermittelt worden sind. Erst die Ermittlung auch der Zwischen- 
kohlehydrate durch die chemische Analyse wird definitive Urteile 
ermöglichen (vgl. Abb. 4). Eine besondere Erwähnung beansprucht 
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Abb. 2. Zucker» und Zuckerinsulininjektion an denselben Tieren. 


Zucker allein injiziert. ----- Zucker und Insulin injiziert. 





ein Versuch vom 9. Mai, bei dem 25,6 . 107° klinische Einheiten pro 
100g Hungermaus gegeben waren. In diesem Falle war das Insulin 
ohne Einfluß auf den respiratorischen Quotienten. Dieser verhielt 
sich so, als wenn Zucker allein injiziert worden wäre. Er betrug im 
Nüchternwert 0,765, in der ersten, zweiten und dritten Periode 0,747, 
0,774 und 0,783. In diesem Versuch war also die angewendete Insulindose 
zu klein gewesen. Er ist für die Berechnung der Mittelwerte nicht 
berücksichtigt worden. In Abb. 2 sind zur Veranschaulichung je zwei 
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3. Zucker + Insulinversuche (mit Symptomen.) 
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Versuche graphisch dargestellt, 
welche an denselben Tieren ange- 
stellt worden sind. Sie zeigen die 
Differenz im Verhalten des respira- 
torischen Quotienten bei Gegenwart 
und Abwesenheit von Insulin und 
die Gleichheit der Oxydations- 
geschwindigkeit sehr deutlich. 

In den I. m. 8.-Versuchen war 
die gewählte Insulindose größer. 
Ich begann mit 648 . 10—° klinischen 
Einheiten pro 100g Hwungermaus 
und ging dann bis auf 40.10? 
klinische Einheiten herunter. In 
zwei Fällen ergaben aber auch noch 
25 und 29. 107° klinische Einheiten 
Symptome, welche allerdings weniger 
ausgesprochen waren. Das sicherste 
Mittel, um zu entscheiden, ob 
„Symptome“ vorliegen, bietet der 
Sauerstoffverbrauch, der in der 
ersten Periode um 30,5 Proz., in 
der zweiten um 57 Proz., in der 
dritten um 68 Proz. im Mittel sinkt 
(s. Abb. 1), wobei zu berücksichtigen 
ist, daß diese Zahlen nicht genau 
mit denen der Z.- und I.o. S.-Ver- 
suche vergleichbar sind, weil in den 
I. m. S.-Versuchen die Versuchs- 
perioden länger dauerten (um die 
Fehler in der Sauerstoffbestimmung 
zu verkleinern); daher wird die Um- 
rechnung auf eine Stunde inkorrekt. 
Obwohl der Sauerstoffverbrauch in 
der dritten Periode (von der 160. 
bis zur 240. Minute nach der In- 
jektion) nur noch ein Drittel des ` 
Nüchternwertes betrug, die Tiere 
fast bewegungslos und kalt waren, 
ist kein einziges gestorben. Am 
Ende des Versuchs wurden sie in 
ihre Behälter zurückgebracht und 
sich selbst überlassen. Am nächsten 
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Morgen waren sie immer völlig normal und fraßen wie gewöhnlich. 
Der respiratorische Quotient stimmt trotz des völlig abweichenden 
Verhaltens des Sauerstoffverbrauchs in den beiden ersten Perioden 
vollkommen mit den I. o S.-Versuchen überein (Tabelle III und VII). 


Tabelle VII. Respiratorischer Quotient in den Insulinversuchen. 


















| TOTON ; Nach Injektion. Periode Gesamte 
| men 1 3 Min. 

=—— — — — -— — si T mee I, an IL m rn e = ei EE Ee - 
I. o. 8.-Versuche . . . 0,772 | 0,838 0,804 0,783 | 194 
I.m.S. „ 0,769 | 0,832 0,804 0,794 | 242 








Nur in der dritten Periode liegt er deutlich um 0,011 höher (s. Abb. 3). 
Hieraus ergibt sich mit Sicherheit, daß die Abnahme des Sauerstoff- 
verbrauchs und das Eintreten von Symptomen nicht darauf beruht, 
daß bei höheren Insulindosen der Zucker mit größerer Geschwindigkeit 
verbrennt, im Gegenteil: aus dem Verhalten des respiratorischen Quo- 
tienten und der Oxydationsgeschwindigkeit erkennt man sofort, daB 


YPOTOLES 


Ä 
A A 





Te 
Zeit in Minuten 
Abb.3. Zeitlicher Verlauf des respiratorischen Quotienten. 





l.m.S. Versuche. — ----- Lo S.. Versuche. 


bei hohen Insulindosen die Traubenzuckerverbrennung infolge der Ab- 
nahme der Oxydationsgeschwindigkeit verlangsamt wird. Der relative 
Anteil des Traubenzuckers an der Gesamtverbrennung bleibt dagegen 
nahezu derselbe. In Tabelle IV ist die Zuckerverbrennung in der- 
selben Weise wie bei den Z.- und I. o. S.-Versuchen berechnet und 
der Mittelwert aus sämtlichen Versuchen gezogen. Aus diesem wurde 
wieder nach der Gleichung 

U=a.1-e®) 

a = 49 b= 0,01 
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der Umsatz für die ersten 9 Minuten berechnet (Tabelle VIII). Aus 
dem Vergleich mit den Zahlen der I. o. S.-Versuche ersieht man, daß 

















Tabelle VIII. 
I. m. S. U=a(l—e-bt) 
` a=49 b = 001 
Ka | 
ech | U berechnet | U gefunden ı eg 
. 9 | 4,2 — — 
84 27,8 28,55 + 2,6 
160 39,1 39,35 + 0,6 
N N LEE 
Berechnet für 30 Min. © 135 | 
| 22,1 


H ” 29 


unter großen Insulindosen die Zuckerverbrennung langsamer verläuft, 
obwohl der Endumsatz nahezu der gleiche ist (s. Abb. 4). Nach einer 
halben Stunde sind in den I. m. S.-Versuchen 25 Proz., nach 60 Minuten 





Zeit in Minuten 


Abb.4. Zeitlicher Verlauf des Zuckerschwundes mit und ohne Insulin. 
--- OO Verschwundener Zucker bei Insulin + Zuckergabe, laut chemischer Analyse. 
— 0O Verschwundener Zucker, laut chemischer Analyse, Zucker allein injiziert. 
è Verschwundener Zucker, laut Berechnung des Respirationsversuches. Z.»Versuche. 
----— © Verschwundener Zucker, laut Berechnung des Respirationsversuches. 
Lo S.»Versuche. 
e Verschwundener Zucker, laut Berechnung des Respirationsversuches. 
I. m. S.» Versuche. 





28,5 Proz. weniger verbrannt. Diese Versuche sind nun mit Versuchen 
Bissingers vom März und April 1924 vergleichbar, in denen 465 bis 
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740 . 10”? klinische Einheiten pro 100g Hungermaus gegeben wurden. 
Bissinger fand dabei ein Verschwinden von 32,2 mg Traubenzucker 
in 30 Minuten für 18g Hungermausgewicht (Mittelwerte aus zehn 
Tieren). Dabei fand er schon Glykogenhydrolyse. Obwohl der injizierte 
Zucker noch nicht völlig verschwunden war, war eine Glykogenmenge 
hydrolysiert, welche etwa 12 Proz. des verschwundenen Zuckers betrug. 
Das Mißverhältnis zwischen dem laut Analyse der Tiere verschwundenen 
und laut Respirationsversuch verbrannten Traubenzucker ist daher 
noch größer als in den I. o. S.-Versuchen. Es sind 140 Proz. mehr 
laut Analyse der Tiere verschwunden als verbrannt wurden. Während 
diese Größe in den I. o. 8.-Versuchen nur 50 Proz. Erhöhung betrug. 
Da die Abnahme der Oxydationsgeschwindigkeit schon innerhalb der 
ersten Stunde nach Injektion von Insulin und Traubenzucker eintritt, 
kann die Zuckerverarmung des Organismus allein nicht die Ursache 
sein. Nach einer halben Stunde ist auch bei den I. m. S.-Versuchen 
der Traubenzuckergehalt des Tieres noch höher als im Hungerzustande, 
da erst zwei Drittel des injizierten Traubenzuckers verschwunden sind. 
Nach einer Stunde wären nach den Analysen der Herbstversuche 40 mg 
Traubenzucker verschwunden. Es ist daher nicht anzunehmen, daß 
in den Frühjahrsversuchen mehr als 50 mg nach einer Stunde ver- 
schwunden wären. Das würde bedeuten, daß der Zuckergehalt der 
Tiere erst ungefähr dem Normalgehalt an Traubenzucker entsprechen 
würde. Es ist daher an die Möglichkeit zu denken, daß auch, abgesehen 
von dem Zuckergehalt des Tieres, große Insulindosen an sich einen 
Einfluß auf die Oxydationsgeschwindigkeit haben, wofür auch Versuche 
von Gunnar Ahlgren!) sprechen. Beim ganzen Tiere ist allerdings auch 
noch die Rolle der Leber zu berücksichtigen. Wir wissen jetzt aus 
den grundlegenden Versuchen von v. Issekutz?), daß das Insulin nicht nur 
auf die Zuckertransformation wirkt, sondern auch an dem diastatischen 
Apparat in der Leberzelle des Frosches hemmend angreift. Diese von 
Lesser und Zipf postulierte Hemmung der Hydrolysengeschwindigkeit 
des Glykogens in der Leberzelle des Frosches durch Insulin konnten 
weder Mac Leod und Noble, Lesser und Zipf, noch Laufberger erhalten, 
bis v. Issekutz zeigte, daß die Insulinhemmung der Hydrolysengeschwin- 
digkeit des Glykogens in der Leberzelle des Frosches Zeit braucht. 
Erst 15 bis 23 Stunden nachdem einem Herbstfrosch Insulin injiziert 
ist, läßt sich die Hemmung der Hydrolysengeschwindigkeit des Glykogens 
in der Leberzelle nachweisen. Wie ein solcher Vorgang, falls er sich 
auch an der Warmblüterleber nachweisen läßt, von der Größe der 
Insulindose abhängt, kann nicht vorausgesagt werden. 


1) Ahlgren, Klin. Wochenschr. 8, Nr. 26 und 27, 1924. 
2) v. Issekutz, diese Zeitschr. 147, 264, 1924. 
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Das Ergebnis der vorstehenden Versuche ist also: 1. daß die von 
Dudley!) und Mitarbeitern gefundene Abnahme der Oxydations- 
geschwindigkeit bei Mäusen nach Insulin nur bei großen Insulindosen 
auftritt, in Sommerversuchen von Dosen von 40 . 10”? klinischen Ein- 
heiten pro 100g Hungermaus an, bei gleichzeitiger Injektion von 
0,25 Proz. des Körpergewichts an Traubenzucker; 2. daß Insulindosen, 
welche die ÖOxydationsgeschwindigkeit nicht mehr verändern, als 
Zuckerinjektion allein es tut, den respiratorischen Quotienten deutlich 
steigern; 3. daß eine Berechnung des verbrannten Zuckers auf Grund 
des respiratorischen Quotienten ergibt, daß die Zuckerverbrennung 
bei großen Insulindosen langsamer verläuft als bei kleinen, obwohl 
in diesem Falle der durch chemische Analyse im Tiere nachweisbare 
Zucker (bei Berücksichtigung des Glykogengehaltes) schneller ver- 
schwindet; 4. daß es daher außer Verbrennung des Traubenzuckers 
und Glykogensynthese noch einen Vorgang geben muß, der unter 
Insulinwirkung zum Verschwinden von Traubenzucker führt. Dieser 
zunächst scheinbar verschwundene Traubenzucker würde aber später 
doch noch verbrannt werden, wenn die in dieser Arbeit zugrunde 
gelegte, zunächst noch provisorische Berechnung der Traubenzucker- 
verbrennung sich als quantitativ berechtigt erweisen sollte. Von 
Wichtigkeit ist ferner, daß nicht nur bei Insulintieren, sondern auch 
bei Tieren, denen Zucker allein injiziert wurde, ähnliche Verhältnisse 
bemerkt werden. Bei diesen wurde die Steigerung des respiratorischen 
Quotienten erst nach einer Stunde beobachtet, während Verschwinden 
von Traubenzucker und Bildung von Glykogen bereits eine halbe Stunde 
nach der Injektion durch chemische Analyse nachweisbar war. Die 
Möglichkeit, daß der Zucker, der nicht verbrannt, nicht zu Glykogen 
geworden, mithin unerklärt verschwunden ist, zu Dextrin geworden ist, 
wird gegenwärtig in neuen Versuchen geprüft. Ebenso die Milchsäure- 
bildung unter unseren Versuchsbedingungen. 


Die Versuche decken sich mit den Ergebnissen und Schlußfolgerungen, 
welche Gabbe?) kürzlich an Ratten erhalten hat. Sie bestätigen ferner die 
Befunde und Anschauungen von Krogh®). Krogh fand beim kurarisierten 
Kaninchen, daß das Sinken des Blutzuckers früher eintrat als die Steigerung 
des respiratorischen Quotienten, die nach Insulingabe bei unveränderter 
Oxydationsgeschwindigkeit eintrat. So war in unseren Versuchen an der 
Maus die Geschwindigkeit, mit der der Traubenzucker aus dem Gewebe 
verschwand (nach Abzug des zu Glykogen gewordenen Traubenzuckers) 
größer als die Verbrennungsgeschwindigkeit des Traubenzuckers. Unsere 
Ergebnisse stimmen ferner zu den Anschauungen und Befunden von H. H. 


1) Dudley, Laidlew Trevan und Book, Journ. of Physiol. 57, Nr. 5, 
XLVII, 1923. 


2) Erich Gabbe, Klin. Wochenschr. 8, 612, 1924. 
3) Krogh, Deutsch. med. Wochenschr. 49, 1321, 1923. 
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Dale, der sich für eine Beschleunigung der Verbrennung des Traubenzuckers 
unter Insulinwirkung ohne Steigerung der Oxydationsgeschwindigkeit 
ausgesprochen hat. Dale fand bei großhirnlosen eviscerierten Tieren und 
dauernder Zuckerinfusion ins Blut, daß unter Insulinwirkung erheblich 
mehr Traubenzucker aus dem Blute verschwand, als der gesamten Sauer- 
stoffaufnahme entsprach. Ebenso haben sich Kuhn und Baur!) dafür 
ausgesprochen, daß neben dem gekoppelten Prozeß von Traubenzucker- 
verbrennung und Glykogensynthese noch ein anderer Prozeß beim Ver- 
schwinden des Traubenzuckers und der Insulinwirkung vorhanden sein 
müsse. Eine ähnliche Meinung ist auch von Mac Leod geäußert worden. 

Die in der Arbeit von Bissinger, Lesser und Zipf gezogene Schluß- 
folgerung, daß das Insulin die Traubenzuckerverbrennung beschleunige, 
ist durch den Respirationsversuch bestätigt worden. Es hat sich aber 
ergeben, daß neben dieser Wirkung und der mit der Verbrennung 
gekoppelten Glykogensynthese noch ein anderer Prozeß vorhanden 
ist, durch welchen unter Insulinwirkung injizierter Traubenzucker 
verschwindet. Eine weitere Wirkung des Insulins haben uns die Ver- 
suche von v. Issekutz kennengelehrt. Sie besteht in einer Hemmung der 
Hydrolysengeschwindigkeit des Glykogens in der Leberzelle.. Endlich 
hat sich gezeigt, daß große Insulindosen die Verbrennungsgeschwindig- 
keit des Traubenzuckers bei der Maus nicht steigern, sondern herab- 
setzen. Dabei wird die gesamte Oxydationsgeschwindigkeit herab- 
gesetzt, während der prozentische Anteil des Sauerstoffs, der zur Ver- 
brennung von Traubenzucker dient, derselbe bleibt, der respiratorische 
Quotient steigt also zu gleicher Höhe wie in Versuchen mit kleinen 
Insulindosen, erhält sich aber auf dieser Höhe für eine längere Zeit. 


Anhang. 
Protokoll des Versuchs vom 6. Juni 1924. 

Am 5. Juni 5 Uhr 37 Minuten nachmittags einer männlichen weißen 
Maus die Nahrung entzogen. Tier wiegt 20,5 g. 

Am OG Juni 10 Uhr 16 Minuten vormittags, nach 16% Stunden wiegt 
Maus 18,0 g. 

Kommt um 10 Uhr 30 Minuten in den Respirationsapparat. 

Versuchsbeginn 10 Uhr 42 Minuten, Ende 11 Uhr 42 Minuten. Tem- 
peratur am Anfang 18,47°, am Ende 18,65%. Barometer am Anfang 758,04, 
am Ende 758,24. 


Volumen des Apparats am Anfang, reduziert 


auf 0° und 760 mm und Trockenheit. . . . 237,4 ccm 
Volumen des Apparats am Schluß ebenso . . 237,3 „, 
í — 0,1 cem 
Volumen des O,-Gasometers, reduziert am 
ANIANng o e 8 a ee ge ee 1065,3 ccm 
Am Schluß ebenso . . . ao 2 2.2 2 2 2 2 0. 964,1 „ 
A 101,2 ccm 


1) Kuhn und Baur, Münch. med. Wochenschr. 71, 541, 1924. 
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Sauerstoffgehalt des Apparats vorher 42,2ccm, nachher 35,2 ccm, 
Kohlensäuregehalt des Apparate vorher 1,6ccm, nachher 3,1 ccm, laut 
Gasanalyse. 


Stickstoffgehalt des Sauerstoffs im Gasometer 3,82 Proz. 
Sauerstoffverbrauch 101,2 ccm 


+ 0,1 ,, (Korrektur für Druck und Temperatur) 
+ 1,5 ,, (Korrektur für CO3-Gehalt) 


Summe: 102,8 ccm 
Sauerstoffbilanz: vorher 42,2 ccm 
Zufluß 97,4 ,, (Korrektur auf Nz»Gehalt des Sauerstoffs) 


Summe 139,6 ccm 
— Verbrauch 102,8 „ 


36,8 ccm berechnet 
35,2 „ gefunden 


A —1,6ccm entsprechend — 1,56 Proz. des 
Sauerstoffverbrauchs. 
Kohlensäure im Barytwasser 78,5 ccm 
+ 1,5 ,„, (Korr. für COz-Gehalt des Apparats) 
80,0 ccm 
5 ; j 80,0 
Respiratorischer Quotient i028 ~ 0,778. 
? 


Um 12 Uhr 54 Minuten werden der Maus 0,93 cem einer Lösung 
injiziert, welche in 50 cem 1,5ccm einer Insulinverdünnung von 0,15: 12 
enthält und 5,175 Proz. Traubenzucker. 


Der Versuch beginnt um 1 Uhr 02 Minuten und dauert bis 1 Uhr 
42 Minuten (Periode 1). V 


Temperatur anfangs 19,4, am Schluß 19,55. Barometer anfangs 758,04, 
am Schluß 758,02, 


Reduziertes Volumen des Apparats vorher 237,1ccm ” 


on „ Se 7 nachher 237,0 ,, 

4 —0,1 cem 

Reduziertes Volumen des O,-Gasometersvorher 957,6 cem 
» „ 2 3 nachher 909,0 ,, 

4 48,6 ccm 


darin 19 „N, 
Zufluß 46,7 ccm Oe 
O,-Gehalt des Apparats am Anfang 48,3ccm, am Ende 43,5 ccm. 


CO: EI ?9 ?9 an 29 1,3 (E „ ap 3,9 ” 
O,-Verbrauch: 48,6 ccm 

+ 0,1 LEI 

+26 „ 


51,3 ccm 
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Sauerstoffbilanz: ante 48,3 ccm 
+ 46,7 „ 


95,0 ccm 
— 51,3 „ 


43,7 ccm berechnet 
43,5 — gefunden 


A — 0,2ccm = — 0,38 Proz. des Sauerstoff- 
verbrauchs. 
Kohlensäure im Baryt 41,8 ccm 
+ 2,6 38 
44,4 ccm 
44,4 





Respiratorischer Quotient SE Az 0,866. 


Periode 2 schließt sich sofort an, dauert von 1 Uhr 42 Minuten bis 
3 Uhr 30 Minuten. 

Temperatur am Anfang 19,55, am Schluß 19,83. Barometer am Anfang 
758,02, am Schluß 757,90. 

O,-Gehalt des Apparats am Anfang 45,5 ccm, am Schluß 43,9 cem. 


CO, ?3 99 an 9 99 2,7 29 (E (E 1,8 29 
Volumen des Apparats vorher 237,0 ccm 
= ji 7 nachher 236,8 „, 
A — 0,2ccm 


Volumen des Gasometers vorher 909,0 ccm 
nachher 850,3 „, 


A 58,7 ccm 
darin 2,2 „ N, 
56,5 ccm O, 


Sauerstoffverbrauch: 58,7 ccm 
+ 02 „ 
bes 0,9 (E: 


58,0 ccm 


Sauerstoffbilanz: vorher 45,5 ccm 
+ 56,5 ,„ Zufluß 


102,0 ccm 
— 58,0 ,„ Verbrauch 


44,0 ccm berechnet 
43,9 ,„, gefunden 


A — 0,1l cem = 0,17 Proz. des verbrauchten 


LE 9 LE 


Sauerstoffs. 
CO, im Baryt: 48,9 ccm 
m 0,9 sr 
48,0 ccm 
SE = en = 0,828. 
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Periode 3 sofort anschließend, Dauer 3 Uhr 30 Minuten bis 5 Uhr 
04 Minuten. 

Temperatur am Anfang 19,83, am Schluß 19,9. Barometer am Anfang 
757,90, am Schluß 757,67. 

O,-Gehalt des Apparate am Anfang 45,7 ccm, am Schluß 39,3 eem. 


CO, 99 ap 29 ?9 Sp 1,3 (E Sp DI 4,1 nm 

Volumen dee Apparats am Anfang 236,8 ccm 
38 LE LE 38 Schluß 236,6 (E 

A — 0,2 ccm 

Volumen des O,-Gasometers am Anfang 850,3 ccm 
LA) ” 38 38 Schluß 779,2 (LE 

71,1 ccm 

zur 2,7 In Ns 


Zufluß 68,4 cem O, 
Sauerstoffverbrauch: 71,1 cem 
+ 0,2 38 
+ 28 „ 
74,1 ccm 


Sauerstoffbilanz: 45,7 ccm 
+ 684 ‚„ Zufluß 


114,1 ccm 
— 74,1 ‚,, Verbrauch 


40,0 ccm berechnet 
39,3 , gefunden 


— 0,7ccm = 0,95 Proz. des Sauerstoff- 








verbrauchs. 
CO, im Baryt 56,0 ccm 
+ 2,8 LE) 
58,8 ccm 
CO; — 298 a 0,794. 








O, 74.1 


Über die Glucosepermeabilität der Froschleber. 


Von 
Friedrich Bernhard. 


(Aus dem Laboratorium der städtischen Krankenanstalten in Mannheim,) 
(Eingegangen am 18. September 1924.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


Vor kurzem haben Geiger und Loewi!) eine Arbeit veröffentlicht, 
durch die nachgewiesen werden soll, daß unter bestimmten Bedingungen 
(Jahreszeit, Diabetes) eine Veränderung der Glucosepermeabilität der 
Leberzelle des Frosches stattfindet. Die Membran der Leberzelle soll 
dann einsinnig permeabel für Glucose werden. Glucose kann dann 
zwar von innen nach außen, nicht aber von außen nach innen durch- 
dringen. Geiger und Loewi glauben, daß damit ein wesentlicher Punkt 
in der Entstehung des Diabetes berührt werde. Ihre Versuchsanordnung 
bestand darin, daß herausgeschnittene Froschlebern mit Ringerlösung 
durchströmt wurden, welche bekannte Mengen von Glucose enthielt. 
Nach der Durchströmung wurde der Glucosegehalt der Durchströmungs- 
flüssigkeit erneut bestimmt. 

Die Frage, ob in ihren Versuchen die Zuckerkonzentration der 
Durchströmungsflüssigkeit auch immer über der Zuckerkonzentration 
in der Leberzelle gelegen hat, erörtern Geiger und Loewi nicht. Man 
kann aber nur, wenn dies der Fall ist, ein Eindringen von Glucose in 
die Leberzelle erwarten. Um einen Einblick in die Beziehung zwischen 
der Zuckerkonzentration der Durchströmungsflüssigkeit und der 
Zuckeraufnahme durch die Leber zu END: wurden die folgenden 
Versuche angestellt. 

Dabei wurde die herausgeschnittene I hungernder Esculenten 
verwendet. Die Präparation und Durchströmung der Leber geschah 
nach der von Lesser?) angegebenen Modifikation des von Fröhlich und 
Pollak’) zuerst beschriebenen Verfahrens. Die Durchströmungs- 


1) Geiger und Loewi, Pflügers Arch. f. d. ges. Physiol. 198, 5/6. 
2) Lesser, diese Zeitschr. 102, 294, 1920; 119, 1921. 
3) Fröhlich und Pollak, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 77, 1914. 
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flüssigkeit enthielt 0,06 Proz. NaCl, 0,01 Proz. CaCl, 0,01 Proz. KC! 
und 0,01 Proz. NaHCO,. Die der Ringerlösung zugefügte Dextrose- 
menge ist in jedem Versuch besonders angegeben. Die Durchströmung;- 
menge betrug immer pro Stunde 50 ccm. Jede Leber wurde bei Zimmer- 
temperatur 4 Stunden lang kontinuierlich durchspült. Die Durch- 
strömungsflüssigkeit wurde nach jeder Stunde gesondert aufgefangen 
und sofort zur Analyse auf reduzierende Substanz vorbereitet. Bei 
dextrosehaltiger Durchströmungsflüssigkeit wurde zu Beginn und am 
Schluß jedes Versuchs der Glucosegehalt von 50 ccm bestimmt. Der 
Mittelwert beider Kontrollen und die Werte der einzelnen Stunden 
in je 50 cem Durchströmungsflüssigkeit miteinander verglichen, ergaben 
dann, ob Glucose von der Leber abgegeben oder aufgenommen wurde. 
Zur Zuckerbestimmung wurde die Bertrandsche Methode verwendet. 
Zur Ausführung der Bestimmung wurden sämtliche Flüssigkeiten mit 
Quecksilberacetat versetzt, mit Schwefelwasserstoff entquecksilbert 
und der Schwefelwasserstoff durch Durchlüftung vertrieben, wie es 
schon des öfteren beschrieben wurde. 

Die in Tabelle I angegebenen Versuche sind mit im September 
gefangenen Fröschen beiderlei Geschlechts in der Zeit von Oktober 
bis November angestellt worden. Die Zahlen stellen Mittelwerte der 
jeweils angegebenen Anzahl der Versuche dar. Bei der großen Fehler- 
breite dieser Versuche, besonders bei Durchströmung mit einer höheren 
Zuckerkonzentration wie 0,2 Proz., wurde auf den Einzelversuch nie 
Wert gelegt. 

Tabelle I. Zuckerabgabe im Winter!). 


— mme E 











Abgabe pro 100g Leber ` 



























bw O 
ai Jahreszeit ee 
> 
3 |. September Ringer 
4 || Oktober Ringer t 005 Eroz. 
7 | Oktober (DIE mes 
7 | Oktober u: | Ringer e Am — 6 
7 | November Ringer + 0.4 Proz.. 277 935 


Dextrose 

Die Genauigkeit dieser Werte ist abhängig von der Genauigkeit 
der Zucker -Bestimmung in der zuckerhaltigen Durchströmungs- 
flüssigkeit. Vor und nach jedem Versuch wurde deren Glucose- 
gehalt ermittelt. Die Differenz zwischen beiden Best:mmungen, zum 
Lebergewicht des betreffenden Versuchs in Beziehung gesetzt und auf 
100g Leber umgerechnet, ergibt dann die bei obigen Werten zu be- 
rücksichtigende Fehlerbreite. 


1) Negative Abgabe = Aufnahme. 
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Tabelle II. 
Fehlergrenzen der Winterversuche. 
PE SE EN Differenz pro 100 g Leber 
E) . 
zÈ Durchströmungsflüssigkeit gewicht | Differenz CO 
N> g mg Minimum | Mittel | Maximum 














4 | Ringer + 0,35 Proz. Dextrose | 1,84 





o | 130 
CH éi E Le e 1,26 0 18,7 
I e EE e à a LI 12,7 | 40,5 56,0 
1 a +04 2 e 1,15 144 | 65,0 | 123,0 


Bis zu einer Zuckerkonzentration von 0,1 Proz. Glucose in der 
Durchströmungsflüssigkeit findet, wie aus Abb. 1 und aus Tabelle I 
zu ersehen ist, eine Zuckerabgabe der Leber statt. Die Zuckeraufnahme 
in der dritten Stunde bei diesem Zuckergehalt fällt in die Fehlergrenzen. 





mg G pro 100g Leber abgegeben 
S 
S 


Ringert 0,2 % 
Dextrose 


Abb. 1. 


Bei einem Dextrosegehalt von 0,2 Proz. in der Ringerlösung zeigt jede 
Periode ein Zuckerdefizit in der durch die Leber geschickten Flüssigkeit. 
Zwischen 0,1 und 0,2 Proz. muß demnach der Punkt liegen, in dem die 
Zuckerkonzentration der Leberzelle und der Durchströmungsflüssigkeit 
zusammenfallen. Das Diffusionsgefälle wird dann gleich 0 und es kommt 
weder zu einer Aufnahme noch zu einer Abgabe von Glucose. Die 
in der dritten Periode bei 0,4 Proz. Dextrosegehalt sich ergebende, 
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eben außerhalb der Fehlergrenzen liegende Zuckerabgabe kann man 
sich wohl am besten so erklären, daß infolge einer geringen Glykogen- 
hydrolyse die Zuckerkonzentration in der Leberzelle die der Durch- 
spülungsflüssigkeit in den Gefäßen zeitweise überschritten und sich 
damit ein Diffusionsgefälle zur Durchströmungsflüssigkeit gebildet hat. 
Die in den Versuchen mit 0,2 und 0,4proz. glucosehaltiger Durch- 
strömungsflüssigkeit aufgenommene Zuckermenge beträgt 0,285 und 
0,529 Proz. des Lebergewichts.. Demnach würde die Zuckerkonzen- 
tration in der Leber nach vierstündiger Durchspülung in der Leber 
höher sein, und zwar um etwa 0,1 Proz., wie in der Durchströmungs- 
flüssigkeit. Das sind aber Größen, die der Fehlergrenze unserer Be- 
stimmungsmethode sehr nahe liegen. Je größer der Zuckergehalt der 
Durchspülungsflüssigkeit wird, desto ungenauer wird der für die Zucker- 
aufnahme erhaltene Wert. Es ist aber, davon abgesehen, auch an die 
Möglichkeit zu denken, daß ein kleiner Teil des von der Leber auf- 
genommenen Zuckers polymerisiert oder transformiert worden ist. 
Dafür sprechen auch Grubes!) Untersuchungen an einer anderen Kalt- 
blüterleber (der Schildkröte), die bei ähnlichen Zuckerkonzentrationen 
der Durchströmungsflüssigkeit wie in unseren Versuchen eine deutliche 
Glykogensynthese ergaben. 

In der Kurve von Abb. 2 ist die Gesamtzuckeraufnahme oder 
-abgabe in 4 Stunden in Beziehung gesetzt zur Glucosekonzentration 
der Durchströmungsflüssigkeit. Die Ordinate gibt die pro 100g Leber 
gefundenen Milligramme Dex- 
trose in 4 Stunden, ent- 
sprechend der Tabelle I, an, 
N die Abszisse die Zuckerkonzen- 

tration der Durchströmungs- 
WS, SE flüssigkeit. Die Kurve stellt ` 
Dextrose in der . E 
eine nahezu gerade Linie dar, ` 
di i TT woraus hervorgeht, daß es sich 
im wesentlichen beider Zucker- 
abgabe und -aufnahme um 
einen einfachen Diffusions- 
prozeß handeln muß. Wichtig 
erscheint in Abb. 2 ferner der 
Schnittpunkt der Kurve mit 
der Abszissenachse. Dieser 
gibt nämlich die Zuckerkon- 
zentration in der Leberzelle an, bei der von der Leber Glucose weder 
aufgenommen noch abgegeben wird. 


8 


SS RS $ 


ng pro 100g Leber in 4 Stunden abgegeben 





Abb. 2. 


1) Grube, Pflügers Arch. f. d. ges. Physiol. 118, 1, 1907. 
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Ferner sind Versuche mit herausgeschnittenen Lebern frisch 
gefangener Frösche im Juni angestellt worden. Die Versuchsanordnung 
war genau die gleiche wie in den Winterversuchen. Die Ergebnisse 
sind in den Tabellen III und IV zusammengestellt. 


Tabelle III. 
Zuckerabgabe im Sommer!). 

































| Abgabe pro 100 g Leber in mg e| 
3 2 | S $ g pe £ re | Gesamt» 
5 |; Jahres« | Durchströmungs- f Temperatur 
3 B || zeit Flüssigkeit Periode | abgabe 
= "| m| N; m | œc 
dÉ Juni Ringer + 0.2 Proz. = 85| — 99| — 67 | +149 18—20 
5 || Juni | Ringer + 04 Proz. |435 | —110 | —163 | +425 18—21 
Tabelle IV. 
Fehlergrenzen der Sommerversuche. 
EE Leber; ! | Differenz pro 100g Leber 
E S gewicht Durchströmungsflüssigkeit | Differenz n mg 
Zeg a f E e ara ZS EE ah E em SE EE d EE | Ge nun 
6 | 0,84 ' Ringer + 02 Proz. Dextrose | 0,66 | 28,00 | 56,0 | 80,0 
5| 10 2 +o. 08 | 000 | 70,0 | 120,0 





Die Sommerversuche weichen von den Winterversuchen insofern 
ab, als sich sowohl bei Durchströmung mit 0,2 als auch mit 0,4 Proz. 
Glucose in der vierten 450 
Stunde stets eine Zucker- “00 
abgabe findet, welche bei 
0,4 Proz. sogar bedeutend i 
außerhalb der Fehlergrenze $ 
liegt. Sieist wohlebensowie & 7" 
die nämliche Erscheinung 
bei Durchströmung mit 
0,4 Proz. Glucose in der 
dritten Periode der Winter- 
versuche zu erklären. Die 
Zuckeraufnahme der vor- 
hergehenden Perioden liegt 
außerhalb der Fehler- 
grenzen. Geiger und Loewis ` 29 
Feststellung,daß die heraus- 
geschnittene Froschleber 
vom April ab ‚in der Regel Abb.3. 


1) Negative Abgabe = Aufnahme. 
Riochemische Zeitschrift Band 153. 5 


Dextrose pro WOg Leb 
è s 


mg 


S 
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keinen Zucker mehr aufnimmt‘“, ist demnach unzutreffend. DieGesant- 
zuckeraufnahme der Sommerversuche zur Glucosekonzentration in Be- 
ziehung gesetzt, ist für 4 Stunden in Abb. 2 dargestellt; das Verhältnis 
der Zuckeraufnahme der herausgeschnittenen Lebern bei Berück- 
sichtigung der Resultate nur der ersten 2 Stunden zeigt Abb. 4. Dabei 
findet sich zwischen Winter- und Sommerversuchen bei einer 0,2 und 
0,4 Proz. Glucose enthaltenden Durchströmungsflüssigkeit keine 
Differenz. Dies beruht wahrscheinlich darauf, daß die Polymerisierung 
des aufgenommenen Zuckers im Sommer leichter vor sich geht, so daß 
die Zuckerkonzentration, welehe anfänglich höher wie im Winter sein 
muß, da sonst die Zuckerabgäbe bei Durchspülung mit zuckerfreier 


p 
NERY 


mde 






Se 
S 


S 


(e Dextrose in der 3 
Durchspülungsflüssigkeit 


eberin2S: 
\ 


mg Glukose Grp 1009 
$ Ce Ba 
SS 


Š 


Abb. 4. 


Ringerlösung nicht größer sein könnte, früher herabgedrückt wird. 
Damit steht in Übereinstimmung, daß nach dreistündiger Durch- 
spülung mit 0,4 proz. glucosehaltiger Durchspülungsflüssigkeit im Sommer 
die Leber 0,7 Proz. Glucose enthalten müßte, d. h. 0,3 Proz. mehr 
als die Durchströmungsflüssigkeit. Dieser Wert liegt sicher außerhalb 
der Fehlergrenze und kann nur durch Polymerisierung (oder Trans- 
formation ?) des aufgenommenen Zuckers erklärt werden. 

Bei Zugrundelegung einer vierstündigen Versuchsdauer ist die 
Zuckeraufnahme der Leber im Sommer kleiner als im Winter. Dies 
wird jedoch nur durch die in der vierten Stunde erfolgende Zucker- 
abgabe bewirkt. Da diese wahrscheinlich durch Vorgänge, welche sich 
am diastatischen Apparat der Leber abspielen, verursacht wird, soll 
auf diese Differenz in den Sommer- und Winterversuchen kein Wert 
gelegt werden. 

Die pankreasdiabetische herausgeschnittene Leber besitzt eine 
gesteigerte diastatische Fähigkeit!). Daher ist durch die damit hervor- 


1) Lesser, diese Zeitschr. 108, 1, 1920; 55, 355, 1913. 
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gerufene erhöhte Zuckerkonzentration in den Leberzellen eine Zucker- 
aufnahme erst bei hohem prozentualen Zuckergehalt der Durch- 
strömungsflüssigkeit zu erwarten. Um die durch Pankreasexstirpation 
inder herausgeschnittenen Leber sich ergebende Veränderung kennen- 
zlernen und mit dem Verhalten normaler Organe vergleichen zu 
können, wurden mit der bereits angegebenen Methode auch Lebern 
pankreasdiabetischer Frösche untersucht. Die Versuche wurden 2 Tage 
nach der Pankreasexstirpation angestellt. Die in Tabelle V angegebenen 
Resultate stellen Mittelwerte aus mehreren. Versuchen dar. 


Tabelle V. 
Zuckerabgabe der pankreasdiabetischen Lebern. 


GE DEE 
ee g 
Durchströmungsflüssigkeit Periode abgabe emperatur 


c 


|m; i | 


| (In u VU e E 
3 || Ringer + 0,2 Proz. Dextrose | 459 | 149 | 229 | 114 || —= 951 116,0--18,0 
H e + 0,4 e e 110 60 156 0 mars 326 15,5—17,0 
4 - +06 . , 173 92 | 175 58 | = 398 |16,0—18,5 


Die in Betracht kommenden Fehlergrenzen sind aus Tabelle VI 
zu ersehen. 



































Tabelle VI. 
71 | Differenz pro 100 g Leber 
yo! Leber» Diff e oc 
= a | Durchspülungsflüssigkeit gewicht SES | g 
H 


|! a | mg Minimum | Mittel | Maximum 


EE EE Ten a DEE e SS - == 
3 || Ringer + 0,2 Proz. Dextrose 2,06 0,3 12 20,0 . 30 
3 - +04 „ ` 1,92 0,59 1,2 | 30,0 | 48 
(Il. +6. . 2,82 1,5 50 | 570 69 





S 


Ringer 02% Oextrose 


$ 8 


Š 


mg Glukose pro 1009 Leber abgegeben 





Abb. 5. 
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Die sich für die Konzentrationen von 0,4 und 0,6 Proz. ergebenden 
Differenzen liegen demnach in den Fehlergrenzen. In Abb.5 sind 
diese Werte graphisch dargestellt. Die Zuckerabgabe für 4 Stunden 
bei Berücksichtigung der Zuckerkonzentration ergibt Abb: 6. 


In diesen Versuchen wurde also mit 0,4 und 0,6 Proz. Glucose 
in der Durchströmungsflüssigkeit noch keine Zuckeraufnahme durch 
die pankreasdiabetische Leber in 4 Stunden erzielt, wohl aber wird 
die Zuckerabgabe in der vierten Stunde entweder gleich O oder doch 
sehr klein. Nun beträgt die Zuckerabgabe der pankreasdiabetischen 
Leber nach Lesser und Zipf!) 2500 mg pro 100 g Leber in 


(e na 
S 


100g Leber ii 
So 
S 
9 


mg Traubenzucker pro 
SS? 





LZ 
0lo Deztrose in Durchströmungesftüssigkeit 
Abb. 6. 


4 Stunden an eine glucosefreie Durchströmungsflüssigkeit, während 
die normale Leber in der gleichen Jahreszeit im Mittel 450 mg 
Glucose abgab. Infolgedessen muß die Zuckerkonzentration in der 
pankreasdiabetischen herausgeschnittenen Leber fünfmal größer sein 
als in der normalen. In meinen Versuchen (s. Abb. 2) betrug sie 
0,133 Proz. in der normalen Leber, für die pankreasdiabetische muß 
sie sich auf den fünffachen Betrag, also auf etwa 0,7 Proz. erhöhen. 
Es ist daher nicht merkwürdig, daß es mit 0,6 Proz. Glucose in der 
Durchströmungsflüssigkeit bei der pankreasdiabetischen Leber noch 
nicht gelingt, eine Zuckeraufnahme zu erreichen. Das wäre erst zu 
erwarten, wenn die Durchströmungsflüssigkeit 0,8 Proz. Glucose ent- 
hielte. Die von einer Froschleber von 3 g zu erwartende Zuckeraufnahme 
würde dann 3 mg betragen, was mit unserer Methode nicht mehr nach- 
weisbar wäre. Die Bertrandsche Zuckerbestimmungsmethode gestattet, 
maximal 100 mg Zucker zu bestimmen. Wir könnten bei Durchströmung 
mit 0,8 Proz. Zuckerlösung daher nur einen solchen Anteil der Durch- 


1) Lesser und Zipf, diese Zeitschr. 140, 436, 1923. 
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strömungsflüssigkeit analysieren, der in 6 Minuten durch die Leber 
gelaufen wäre. Die in dieser Zeit in die Leber gelangte Glucosemenge 
kann mit dieser Methode daher nicht mehr bestimmt werden. 


Geiger und Loewi haben ferner aus ihren Versuchen geschlossen, 
daß im Serum von Diabetikern Stoffe auftreten, die die Glucose- 
permeabilität normaler Froschleberzellen verändern, so daß keine 
Glucose mehr von außen nach innen gelangen kann. Bei Zusatz von 
Diabetikerserum zur Durchströmungsflüssigkeit erhielten sie in sieben 
von acht Fällen keine Zuckeraufnahme, was bei Zusatz von Normal- 
serum immer der Fall war. Nur in einem Versuch wurde bei Durch- 
spülung mit Diabetikerserum Zucker aufgenommen. In zwei anderen 
Fällen betrug aber der Glucosegehalt der Durchströmungsflüssigkeit 
ihrer Versuche nur 0,120 und 0,132 Proz. Diese Zahl stimmt mit der 
von uns ermittelten Höhe der Zuckerkonzentration der Froschleber 
überein, bei der es wegen fehlendem Diffusionsgefälle weder zu einer 
Zuckeraufnahme noch zur -abgabe kommen konnte. 


Da Geiger und Loewi es unterlassen haben, stets mit der gleichen 
Zuckerkonzentration zu durchspülen, sind ihre Normalversuche mit 
ihren pathologischen schlecht vergleichbar. Ihre Ergebnisse werden 
weiterhin beeinträchtigt durch Nichtberücksichtigung der Zucker- 
konzentration der Leber selbst. Diese mußte in fast allen Versuchen 
verschieden sein, da vor Beginn der Durchspülung mit Serum ver- 
schieden lange Zeit die Leber mit zuckerfreier Ringerlösung durchspült 
worden war und weiterhin die in der betreffenden Zeit hindurch- 
gespülte Flüssigkeitsmenge verschieden groß war. Daß im Diabetiker- 
serum Stoffe auftreten, welche die Permeabilität der herausgeschnittenen 
Froschleber für Traubenzucker ändern, ist demnach durch die Ver- 
suche von @eiger und Loewi noch nicht bewiesen. 


Zusammenfassung. 


Bei Durchströmung der herausgeschnittenen Froschleber in den 
Herbstmonaten mit Ringerlösung, welche steigende Zuckerzusätze 
enthielt, zeigte sich, daß der Punkt, bei dem Zucker von der Leber 
weder aufgenommen noch abgegeben wurde, bei 0,133 Proz. Glucose 
der Durchströmungsflüssigkeit lag. 

Sowohl in Herbst-Winterversuchen, als auch in Juniversuchen 
trat bei einer Konzentration von 0,2 bis 0,4 Proz. Glucose aus der 
Durchströmungsflüssigkeit in die Leber über. Die Froschleber ist 
demnach zu allen Jahreszeiten nach beiden Seiten für Traubenzucker 
durchlässig. 

Innerhalb der bei dieser Methode verwendbaren Zuckerkonzen- 
trationen war es nicht möglich, bei einer herausgeschnittenen pankreas- 
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diabetischen Leber Zuckeraufnahme zu erzwingen. Die Ursache liegt 
aber nicht darin, daß sich die Permeabilität der Leberzelle für Trauben- 
zucker im Pankreasdiabetes ändert, sondern darin, daß im Pankreas- 
diabetes die Zuckerkonzentration in der Leberzelle zu groß ist, so daß 
ein Diffusionsgefälle von der Durchströmungsflüssigkeit zur Leberzelk 
nicht zustande kommen kann. 

Die Abhängigkeit der Glucoseaufnahme und -abgabe von dem 
Glucosegehalt der Durchströmungsflüssigkeit macht es wahrscheinlich, 
daß es sich dabei um eine einfache Diffusion handelt. 


Zur Frage 
nach der Stickstoffausnutzung des zur Nahrung zugesetzten 
Harnstoffs bei einem jungen Wiederkäuer (Böcklein). 


Von 
Boris A. Lawrow (Iwanowo-Wosnessensk-Moskau), Olga P. Moltschanowa 
(Moskau) und Anna J. Ochotnikowa (Iwanowo-Wosnessensk). 


(Aus dem wissenschaftlichen Institut für Ernährungsphysiologie des 

‚ Volksgesundheitekommissariats in Moskau und aus dem physiologischen 

Laboratorium der landwirtschaftlichen Fakultät des Polytechnischen 
Instituts in Iwanowo-Wosnessensk.) 


(Eingegangen am 23. September 1924.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Frage nach der Ausnutzung des nicht aus den Eiweißstoffen 
stammenden Stickstoffs der Nahrung seitens der Tiere hat schon ihre 
Geschichte, und die experimentellen Angaben gestatten es, soweit 
man heutzutage darüber urteilen kann, in dieser Richtung einen wesent- 
lichen Unterschied zwischen den Fleischfressern und den Wiederkäuern 
festzustellen. Es scheint bewiesen zu sein, daß solche Tiere, wie z. B. 
der Hund, nicht imstande sind, Amidoverbindungen zur Synthese der 
Eiweißkörper zu benutzen, bei dem Wiederkäuern dagegen ist die 
Möglichkeit, daß für die Neubildung der Eiweißstoffe auch der Amid- 
stickstoff dienen kann, nicht ohne weiteres auszuschließen. 

Es wurde nämlich beim Zusatz von Amidoverbindungen zur 
Nahrung von Wiederkäuern eine ziemlich bedeutende Stickstoff- 
retention beobachtet; zur Erklärung dieses Befundes wurden im großen 
und ganzen zwei Ansichten ausgesprochen. Nach der einen spielen 
die Amidoverbindungen wahrscheinlich die Rolle von Schutzmaterialien, 
indem sie die zerstörende Wirkung der bakteriellen Flora des Darmes 
auf sich lenken und auf diese Weise die vollwertigen Eiweißstoffe der 
Nahrung vor der bakteriellen Zersetzung bewahren. Nach der anderen 
Ansicht wächst die bakterielle Flora des Magens auf Kosten des in 
der Nahrung befindlichen Amidstickstoffs, wodurch natürlich eine 
bedeutende Vergrößerung der Eiweißmenge stattfindet. Dieses Eiweiß 
wird in den mittleren Abteilungen der Darmröhre der Wirkung der 
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Verdauungsfermente des Wirtes ausgesetzt und dient diesem als eine 
Quelle vollwertiger Eiweißstoffe. 

Im Laufe von 155 Tagen (und darüber hinaus) beobachtete Völiz!) 
in seinem Versuch eine hartnäckige N-Retention im Körper eines nicht 
ganz erwachsenen Hammels, der ein an Eiweißstoffen armes und an Kohle- 
hydraten reiches Futter mit Zusatz von Harnstoff erhielt. Während des 
ganzen Versuchs retinierte das Tier 212g Stickstoff, was nach Völiz’ Be- 
rechnung 6366 g Fleisch entspricht. Andererseits stimmten Scheunert!) 
und seine Mitarbeiter, die die deutlich eintretende N -Retention bei ähnlichen 
Versuchen mit Harnstoff bestätigten, Völtz’ Interpretation nicht bei und 
suchten eine Lösung dieser Frage in den Hautsekretionen des Hammels. 
Sie fanden in diesen eine so große Menge Stickstoff, daß man damit ihrer 
Meinung nach die gesamte beobachtete Retention decken und auf diese 
Weise das N-Gleichgewicht nachweisen könnte. 

Scheunerts und seiner Mitarbeiter Versuche schienen uns?) wenig 
überzeugend zu sein, und sie konnten auch tatsächlich von anderen‘) 
nicht bestätigt werden. 

Holtz Schlußfolgerungen haben dagegen andere Forscher in einer 
Reihe von späteren Arbeiten durchaus bekräftigt. Da wir seine An- 
sichten teilten, nahmen wir an, daß es nicht ohne Interesse sein werde, 
die Frage nach der Ausnutzung des Harnstoffstickstoffs bei einem 
jungen Tiere näher zu erforschen. Bei der Ernährung des Versuchs- 
tieres wurden demselben verschiedene N-Mengen, und zwar als Eiweiß 
und als Harnstoff, gegeben; in der Zusammensetzung des Futters 
ließen wir einige Variationen zu, aber stets war für das Futter der 
geringe Gehalt an reinem Eiweißstoff charakteristisch. 

Als Versuchstier diente uns ein Anfang September 1923 in das 
Institut aufgenommenes Böcklein; es war 3 bis 4 Monate alt, gut 
genährt, ungehörnt und wog etwa 13 kg. 

Nachdem es sich an das Laboratorium gewöhnt hatte, ersetzten 
wir sein reichliches gemischtes Futter durch Heu mittlerer Qualität 
unter Zusatz von Stärke, Zucker, Harnstoff und Mineralsalzen. Nach 
einer Probeperiode (12. bis 18. September) schien sich das Böcklein 
an die neuen Umstände gewöhnt zu haben, fraß sein Futter gern und 
war ruhig. Wir hielten es in einer zu respiratorischen Untersuchungen 
eingerichteten Kammer von 1 cbm Rauminhalt. Im Türrahmen wurde 
ein Holzgitter mit einer Öffnung angebracht, durch welche das Böcklein 
leicht den Kopf herausstecken konnte. Außen befand sich vor dem 
Gitter ein weites verzinktes Becken, wohinein der Futterbehälter 
gestellt wurde, so daß das Böcklein beim Fressen das Futter weder 


m mn en 





1) Diese Zeitschr. 102, 151, 1920. 

2) Ebendaselbst 188, 137, 1922. 

3) B. Lawrow, Westnik Sselskogo Chosjajstwa Nr. 2, S. 14, 1924 
(russisch). 

4) Völtz, Landwirtsch. Jahrb. 59, 322, 1924. 
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in der Kammer, noch sich unter die Füße zerstreuen konnte. Der 
Boden bestand aus vier nach der Mitte zu sich neigenden Flächen, 
wo eine Abzugsöffnung für den Harn vorhanden war. Über diesem 
. Boden war ein zweiter, aus einem Metallnetz bestehender Boden ein- 
gerichtet, so daß das Böcklein sich frei in der Kammer bewegen konnte. 
Über die Hinterbeine und das Kreuz des Tieres wurde eine Art Höschen 
angezogen, an das ein Gummisäckchen zur Aufsammlung des Kotes 
angesteckt wurde. Der Versuch wurde mit gewissen Unterbrechungen 
in acht Perioden eingeteilt und vom 19. September bis 24. November 1923 
ausgeführt. Während der Unterbrechungen wurde dem Tiere das 
der Unterbrechung vorangegangene Futter gegeben. 

Außerdem wurden an dem Versuchstiere vier Respirationsversuche 
ausgeführt. Zu diesem Zwecke wurde der Futterbehälter in einen 
Holzkasten gestellt, der eine den Kopf des Versuchstieres durchlassende 
Öffnung hatte. Den Kasten brachte man in die Kammer und befestigte 
an dessen Seite einen Waasserbehälter ` so konnte das Böcklein fressen, 
ohne das Futter am Boden zu zerstreuen. Wie gesagt, bildete die 
Kammer einen Teil des von Prof. Dr. M. N. Schaternikow nach dem 
Regnaulischen Prinzip konstruierten Respirationsapparates!). 

Der Harnstoff (Mercks Präparat) wurde in der ersten Hälfte der 
Untersuchung dem Kartoffelkleister zusammen mit Zucker und Mineral- 
salzen zugesetzt und in dieser Form gegeben. Diesem Kleister wurde 
Heuhäcksel bis zur Konsistenz einer dicken Grütze zugesetzt. Nach- 
dem das Tier alles aufgefressen und die Wände der Schüssel und den 
Löffel abgeleckt hatte, wurde die Schnauze und das Geschirr mit 
Heu (von der für den Tag abgewogenen Menge) abgewischt und dem 
Böcklein sofort zum Auffressen gegeben. Wenn nötig, wurde die 
Schnauze abgewaschen und das Waschwasser in das für das Tier be- 
stimmte Trinkwasser hineingegossen. Nach dieser Operation bekam 
das Tier trockenes, mit der Schere fein zerschnittenes Heu. 

Während der ersten Periode bekam das Böcklein ein eiweißarmes 
Grundfutter, das aus 150g Heu, 40g Kartoffelmehl und 43g Zucker 
bestand. Zu diesem Futter wurden 13g Harnstoff zugesetzt, so daß 
die N-Gesamtmenge pro die 8,77 g betrug, von denen 68,8 Proz. auf 
den Harnstoffstickstoff fielen. Die tägliche Bilanz war zwar positiv, 
doch nicht. hoch (0,445 g). Das Tiergewicht hatte in 4 Tagen um 300 g 
abgenommen. In dieser Periode zeigte das Tier eine große Gier, war 
sehr unruhig, blökte stark und oft; man erhielt den Eindruck, als sei 
es sehr hungrig und verlange nach Futter. Die N-Resorption seitens 
des Darmes war eine ganz befriedigende (79 Proz.). Die Bilanzversuche 
währten 3 Tage (s. Tabelle I). 


1) Pflügers Arch. 201, 56, 1923. 
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Vom 23. September ab hörten wir mit dem Harnstoffzusatz auf 
und gaben dem Tiere bloß Heu ad libitum, um sein Bedürfnis an 
N-haltigem Material festzustellen. Diese Tage der Bilanzversuche 
bildeten die zweite Periode, die 6 Tage dauerte. Das Tier befand sich 
die ganze Zeit über im N-Gleichgewicht (N-Bilanz pro die + 0,039 g). 
Es ist interessant, daß die N-Resorption des Futters bis auf 64,7 Proz. 
gefallen war. Das Tiergewicht hatte um 750g zugenommen (siehe 
Tabelle II). Im Laufe dieser Periode beruhigte sich das Böcklein, 
und da es immer Futter vor sich sah, blökte es weniger stark und nicht 
so oft als in der vorhergehenden Periode. 

Man dürfte voraussetzen, daß die dem Tiere verabreichte N-Menge 
(6,25g pro die) sein Bedürfnis befriedigte, wenigstens während dieser 
Periode, doch schien diese N-Menge zugleich der minimalen wahr- 
scheinlich sehr nahe zu sein. Gerade unter solchen Umständen mußte 
der Einfluß des Harnstoffs, auf dessen Kosten die vollwertigen Eiweiß- 
stoffe sich hätten bilden sollen, sehr demonstrativ sein. Am 29. Sep- 
tember begannen wir eine neue Versuchsreihe, die 17 Tage (29./30. Sep- 
tember bis 15./16. Oktober) dauerte, indem wir dem Tiere 40 g Zucker, 
40g Stärke (wieder in Kleisterform) und vom 30. September noch 
dazu Harnstoff, doch vorläufig nur zu 6,5g gaben; Heu wurde ihm 
ungefähr so viel gegeben, als es am letzten Tage der zweiten Periode 
gefressen hatte. Die Gesamtstickstoffmenge im täglichen Futter betrug 
7,2 bis 8,2g, davon nur ein Drittel auf Kosten des Harnstoff-N. Das 
Gewicht des Böckleins hatte sich während dieser Zeit wenig geändert 
(8. Tabelle IV); das Tier verhielt sich ruhig, wie vordem. Das Futter, 
besonders das trockene Heu, wurde von ihm gierig aufgefressen. Behufs 
Bestimmung des Stickstoffumsatzes stellten wir zwei Bilanzversuche 
an — dritte und vierte Periode —, am Anfang und Ende der angegebenen 
Frist (s. Tabellen III und V). 











Tabelle IV. 
Datum ee Datum | Tiergewicht | Täglich 
OEN UHR... e EE 
A8 X. 12,75 320 g Heu (4752g N 
5./6. X. 13,05 ! 40 g Kartoffelmehl (0,496 g N) 
1./8. X. 13,10 ./12.X. 40 g Zucker (0,018 N) 
8./9. X. 13,05 | 12./13. X. 13,30 | 6,5g Harnstoff (3,02g N) 





Aus den Tabellen III und V ist ersichtlich, daß während der dritten 
Periode bei fast unverändertem Gewicht eine negative N-Bilanz (pro 
die — 0,683 g) statthat. Die N-Resorption beträgt 61,6 Proz. Man 
könnte denken, daß der Einfluß des Harnstoffs in so kurzer Zeit nicht 
hatte zutage treten können, doch schien es uns, daß die Hauptursache 
des Stickstoffdefizits darin lag, daß dem Futter während dieser Zeit 
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kein Salz zugesetzt wurde. Dieses war wahrscheinlich nicht so sehr 
für das Tier selbst als für das Wachstum der Darmflora notwendig, 
die, in Übereinstimmung mit dem unseren Untersuchungen zugrunde 
gelegten Schema, den Harnstoffstickstoff utilisieren soll. 

Um uns davon zu überzeugen, daß die N-Bilanz der dritten Periode 
den Stickstoffumsatz während der ganzen Zeit der gegebenen Diät 
darstellte, leiteten wir noch eine Bilanzperiode ein, die vierte, vom 
13./14. bis 15./16. Oktober (s. Tabelle V). 

Aus Tabelle V ist ersichtlich, daß sich diese — finale — Periode 
von der vorhergehenden — initialen — nicht wesentlich unterscheidet. 
Die N-Resorption betrug 68,8 Proz. Das N-Defizit war etwas gestiegen: 
— 0,892 g pro die. 

Vergleicht man die vierte Periode mit der zweiten, in der das 
Böcklein gar keinen Harnstoff erhielt und der Eiweißgehalt der Nahrung 
nahezu derselbe (richtiger etwas geringer), aber ohne Kohlehydrat- 
zusatz war, so fällt es auf, daß beim Harnstoffzusatz die N-Abgaben 
sogar etwas größer ausfielen. Übrigens können wir diesen Umstand 
nicht gerade dem Harnstoffzusatz zuschreiben, da man dabei auch 
berücksichtigen muß, daß wir es die ganze Zeit mit einem im Wachstum 
begriffenen Organismus zu tun haben, so daß, wenn eine Ration zu einer 
gewissen Zeit eine minimale war, dieselbe nach 1 bis 2 Wochen sogar 
zur Deckung der Abnutzungsquote ungenügend werden könnte. Zieht 
man in Betracht, daß die N-Menge des Grundfutters in der dritten und 
vierten Periode durchschnittlich 4,5g pro die betrug, so könnten wir 
hier eine sehr bedeutende negative N-Bilanz erwarten, und in diesem 
Falle spielte der Harnstoff sogar eine positive Rolle, indem er einer 
allzu großen Verstärkung des N-Defizits vorbeugte. 

Vom 17./18. Oktober an gab man dem Bock Salze ungefähr nach 
der von Völtz!) angewandten Vorschrift, steigerte die Harnstoffmenge 
bis 12g pro die und verdoppelte diesem parallel auch die Stärkemenge. 
Vom nächsten Tage an vergrößerten wir die Heuration etwas, da das 
Tier wieder unruhig wurde und große Gierigkeit zeigte. Die gesamte 
N-Menge der Nahrung betrug pro die 11,2g, davon die des Harnstoffs 
etwa 46 Proz. Die Resultate sind in Tabelle VI verzeichnet. Die 
N-Resorption nimmt stark zu (bis 83,6 Proz.). Das Tiergewicht steigt, 
das Befinden des Tieres ist befriedigend. 

Diese Periode (fünfte) war für das Böcklein am günstigsten. Es 
erschwert zwar die Veränderung aller Nahrungskomponenten den 
Vergleich dieser Periode mit den vorangegangenen, doch ist es kaum 
zweifelhaft, daß das Tier in dieser Periode den Harnstoff-N ausnutzte, 
und zwar im Sinne der Ansammlung von Eiweißstoffen im Körper: 


1) Diese Zeitschr. 102, 164, aber ohne Schwefelleber. 
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Tabelle VI. 


Tiergewicht 13 450 bis 13 640 g. 


(17./18. bis 22./23. X.). 


5. Periode. 
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wir haben hier eine be- 
trächtliche N - Retention 
vor uns, beinahe 2g täg- 
lich, unter Gewichtszu- 
nahme, während der Stick- 
stoff des Grundfutters nur 
6g (durchschnittlich pro 
die) betrug. 


Leider waren wir ge- 
nötigt, die Bilanzbeob- 
achtungen am 24. Oktober 
zu unterbrechen, und konn- 
ten sie erst am 1. No- 
vember wieder aufnehmen. 
In der Zwischenzeit wurde 
das nämliche Futter gegeben, 
aber das Gewicht des Tieres 
fiel bis auf 13400 g. 


Am 1./2. und 2./3. No- 
vember!) fühlte sich das 
Tier unwohl, hatte ein 
trübes Aussehen, kaute 
träge; beim Stehen zitter- 
ten ihm die Beine und es 
atmete schwer. Der Bock 
lag meist, streckte oft den 
Kopf in die Höhe, indem 
er den Mund öffnete; sein 
Appetit nahm ab, so daß 
der Eiweiß-N der Nahrung 
fast nur die Höhe der 
ersten Periode erreichte, 
während der N des Harn- 
stoffs nur wenig geringer 
war (etwa um 0,5g täg- 
lich). Die N-Bilanz (s. Ta- 
belle VII) war während 
dieser Tage der sechsten 


1) Seit dem 1. November 
wurde schlechteres Heu von 
der zweiten Lieferung (Wald- 
heu) gegeben. 
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Periode positiv; ‚hier .haben wir eine große N-Retention vor uns. 
In Anbetracht des krankhaften Zustandes des Bockes sammelten 
wir den "Rot" dieser 2 Tage [die die sechste Periode der Bilanzbeob- 
achtungen bildeten?)] gesondert, aber vom 3./4. November an, als das 
Tier wieder ganz munter geworden war, begannen wir die siebente 
Periode. Sie dauerte am längsten, vom 3./4. bis 19./20. November, 
d. h. 17 Tage (s. Tabelle VII). 


Während dieser Periode verabreichten wir den Harnstoff mit dem 
Kartoffelkleister nicht auf einmal, da wir fürchteten, daß die soeben 
beschriebenen Krankheitserscheinungen vielleicht das Resultat einer 
Vergiftung durch den rasch resorbierten Harnstoff wären. (Es muß 
hier erwähnt werden, daß die Analyse des Harns vom 1./2. und 2./3. No- 
vember, die ausgeführt wurde, keine Abweichungen von der Norm 
zeigte.) Seit dem 5. November mischten wir den Kartoffelkleister 
(samt Harnstoff, Zucker und Salzen) in die tägliche Portion des fein 
zerschnittenen Heues, wobei wir uns bemühten, die Mischung so sorg- 
fällig zu bewerkstelligen, daß eine ganz homogene und fast trockene 
Masse erhalten wurde. Diese bereiteten wir beizeiten und wogen sie 
vor dem Gebrauch; nach 24 Stunden wurde auch der Rest gewogen 
und danach die verbrauchte Quantität des Heues und der anderen 
Bestandteile des Futters berechnet. 


Am 14. November machten sich aufs neue Anzeichen der früheren 
Krankheitserscheinungen bemerkbar, und zwar mit größerer Intensität; 
das Tier hatte den Appetit fast ganz verloren und die N-Bilanz zeigte 
ein bedeutendes Defizit (bis 4,6g täglich). Nach 2 bis 3 Tagen war 
es wieder gesund, der Appetit war zurückgekehrt, aber in der N-Bilanz 
gewahren wir große Schwankungen (von +1g bis —0,5 und sogar 
—1,0g). Aus diesem Grunde teilten wir die Tabelle der N-Bilanz 
in dieser Periode in zwei Hälften: 1. vor der Krankheit (Tabelle VII, 
zu welcher wir auch die sechste Periode stellten) und 2. vom Beginn 
der Krankheit bis zum Ende (Tabelle VIII). In der sechsten Periode 
und dem ersten Teil der siebenten (Tabelle VII) betrug die N-Menge. 
der Nahrung durchschnittlich 8,81g täglich, wovon etwa 60 Proz. 
auf den N des Harnstoffs kamen. Die N-Resorption zeigte 78,6 Proz. 
Das Gewicht des Tieres fällt ein wenig, aber die N-Bilanz ist positiv, 
obgleich deren absolute Größe sehr gering ist (0,675g pro die). Es 
ist interessant, den Appetit des Tieres während dieser Zeit zu beob- 
achten: bedeutend in der fünften Periode, sinkt er in der sechsten und 
siebenten und hält sich bis zum 10./11. November annähernd auf 
ein und derselben Höhe, worauf er ziemlich scharf den Zeitraum erreicht, 


1) Die Resultate werden zusammen mit der unmittelbar darauf folgen- 
den Periode betrachtet. 
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in dem die Krankheitssymptome besonders stark hervortreten. Zieht 
man nur die Versuchstage in Betracht, an denen keine Appetitabnahme 
bemerkt wurde, so stieg die N-Retention allmählich in der siebenten 
Periode (s. auch die allgemeine Graphik), aber seitdem der Appetit 
abnahm, näherte sich die N-Bilanz der Null, um schon in den nächsten 
Tagen ein scharfes Defizit zu zeigen. Läßt man somit die Tage der 
Appetitabnahme beiseite, so sieht man, daß eine große Harnstoffgabe 
einen solchen Effekt hervorbrachte, daß N-Retention bei unbedeutender 
Eiweißstoffzufuhr in der Grundnahrung (durchschnittlich 3,5 pro die) 
deutlich hervortrat. Dieser Teil der siebenten Periode kann bequem 
mit der ersten Periode verglichen werden, wo fast die gleiche Menge 
Eiweißstoff- und Harnstoff-N vorhanden war; ein Unterschied bestand 
nur darin, daß in der siebenten Periode die nötige Salzmenge gegeben 
wurde. Man kann daraus schließen, daß wir hier auch einen Fall 
von Utilisation des Harnstoffs in dem Sinne wie in Völtz’ Versuchen 
vor uns haben. Die Krankheit des Tieres störte das Bild des Umsatzes. 

Während der Krankheit und nach derselben fanden wir sehr 
große N-Defizite, besonders am Anfang. Nach der Krankheit (vom 
15./16. November an) tritt N-Gleichgewicht ein, das später großen 
Schwankungen der N-Bilanz nach beiden Seiten hin, von Null an 
beginnend, Platz macht. Dieser Umstand steht offenbar mit den 
Schwankungen des Appetits im Zusammenhang, da, wie aus der 
Tabelle VIII ersichtlich ist, der N des Harns im Laufe dieser Tage 
eine ziemlich konstante Größe behält. 

Die N-Resorption = 67,4 Proz. Läßt man die Tage des großen 
N-Defizits (13./14. und 14./15. November) außer acht, so beträgt die 
tägliche N-Menge im Durchschnitt 6,928 g (wovon der Harnstoff-N 
59,3 Proz. ausmacht), die N-Bilanz ist bis — 0,233 g pro die. 

Am 20. November wurde, ceteris paribus, der Harnstoff entzogen, 
-und hier (achte Periode) machte sich der Einfluß des Harnstoffs (siehe 
Tabelle IX) sehr scharf bemerkbar: der Appetit nahm stark ab und 
es machte sich eine große negative N-Bilanz, die (am 21./22. November) 
bis 144 Proz. des Nahrungs-N betrug, geltend. Auffallend ist auch 
die starke Abnahme der N-Resorption (bis auf 36 Proz. anstatt 78 
und 67,4 Proz. in den vorhergehenden Perioden). Vergleicht man 
unsere Versuche mit denen von Pöltz und anderen Autoren, so kann 
man sagen, daß während bei erwachsenen und nahezu erwachsenen 
Tieren die im Darm auf Kosten des Harnstoffs der Nahrung syntheti- 
sierten Eiweißstoffe zur Ablagerung von Eiweißstoffen im Körper 
(vielleicht tatsächlich als Muskeleiweißstoffe) utilisiert werden können, 
ein solcher Einfluß des Harnstoffs bei wachsenden Tieren bei schwachem 
‚rundfutter nicht von Dauer sein kann: nach einiger Zeit hört das 
Tier auf zu wachsen, die N-Retention macht dem N-Gleichgewicht 
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Platz, dann nimmt der Appetit ab 
und als Folge davon erscheint nega- 
tive N-Bilanz. Hier kann alles auf 
einseitige Ernährung zurückgeführt 
werden. Wie es gewöhnlich bei dauern- 
der einseitiger Nahrung der Fall ist, 
beginnt der Organismus, von Eiweiß- 
stoffen ein und derselben Struktur 
„übersättigt‘‘, Mangel an solchen Ei- 
weißverbindungen zu leiden, die, im 
Körper allmählich sich zersetzend, 
unter verschiedenen Eiweißstoffvaria- 
tionen der eiförmigen Nahrung für 
sich keinen Ersatz finden. Daher 
kann die Gegenwart von Harnstoff 
einem wachsenden Organismus wahr- 
scheinlich nur in dem Falle von 
Nutzen sein, wenn daneben eine ge- 
nügende Menge unzweifelhaft voll- 
wertiger Eiweißstoffe vorhanden ist; 
die auf Kosten des Harnstoffs ent- 
stehenden Eiweißstoffe können für den 
wachsenden Organismus anscheinend 
nicht vollwertig sein. 


Geradein unseren Versuchen waren 
im Grundfutter (Heu) keine solche 
vollwertigen Eiweißstoffe vorhanden 
gewesen, während wir in den unlängst 
von Völtz, Jantzon und Reisch!) aus- 
geführten Versuchen einen sehr gün- 
stigen Einfluß des Harnstoffs auf 
Lämmer sehen; wobei vollwertiges 
Kleeheu als Grundfutter angewendet 
wurde. 

Außer dem N-Umsatz studierten 
wir auch den Gaswechsel. Es wurden 
nämlich an 4 Tagen je 24stündige 
Respirationsversuche im Schaternikow- 
schen Respirationsapparat ausgeführt. 
Die Resultate sind in Tabelle X 


1) Landwirtsch. Jahrb. 59, 321, 


1924. 


Tabelle X. Resultate der Gasumsatzversuche. 
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gegeben. Sie zeigen, daß der Organismus während der Fütterung 
mit Harnstoff seine Energie am ersten Versuchstage aus dem 
Kohlehydrat- und eiweißhaltigen (Versuch 1), dagegen an anderen 
Tagen aus dem fett- und kohlehydrathaltigen Material (Versuch 3 
und 4) schöpfte. Stellt man dies der aufgenommenen Nahrung 
gegenüber, so erweist sich folgendes: der erste Versuch bezieht sich 
auf die Ration, die dem Tiere ein an Eiweißstoff reichhaltigeres Material 
(26g Eiweiß des Grundfutters + voraussichtlich 35g, synthetisiert 
aus dem Harnstoff, = 6l g nebst 10g Eiweiß des Kotes) lieferte. 


2 





Körpergewicht 


Abb. 1. 


Dieses deckte das Bedürfnis an Eiweißstoffen zu plastischen Zwecken 
(etwa 10g N-Retention) und diente zu energetischen Zwecken (etwa 
40 Proz. des gesamten kalorischen Verbrauchs). 

Der dritte und vierte Versuch wurde unter Umständen, die für 
«las Tier ungünstig waren, ausgeführt. Die Eiweißzufuhr war eine 
verhältnismäßig geringe (12 bzw. 13,8g aus Grundfutter + 17 bzw. 
19,8g voraussichtlich aus dem Harnstoff, wobei in beiden Fällen 
im Kote etwa 12g Eiweißstoffe vorhanden waren). Somit ist es klar, 
daß die im dritten und vierten Versuch vom Bock aufgenommene 
Nahrung in keiner Weise seinen Organismus befriedigte (scharfe negative 
N-Bilanz), so daß die nötige Energie aus den Fetten und Kohlehydraten 
geschöpft wurde (35 und 47 bzw. 63 und 20 Proz. des kalorischen 
Gesamtverbrauchs). 

Von diesen drei auf den Gaswechsel bezüglichen Versuchen zeigen 
die zwei letzteren das bei eiweißarmer Nahrung gewöhnliche Bild, 
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wenn der Organismus seine Energie aus den nicht eiweißhaltigen Stoffen 
schöpft. Der erste Versuch scheint uns aber eine wesentlichere Be- 
deutung zu haben, da er zeigt, daß der Organismus an dem betreffenden 
Tage in recht hohem Maße auch die Eiweißstoffe zu Energiezwecken 
utilisiert hatte. Dies zeigt, daß der vom Darm absorbierte N gerade 
ein von den Eiweißstoffen stammender N und kein Harnstoff-N gewesen 
war. Im letzteren Falle wäre im Organismus unvermeidlich der Zerfall 
der Kohlehydrate und Fette erhöht worden, was später in der Folge 
(Versuche III und IV) auch geschah, als der Appetitmangel zur ver- 
ringerten Stickstoff- und Eiweißstoffzufuhr führte. 

Die oben beschriebenen Versuche des N- und Gasumsatzes wurden 
im Institut für Ernährungsphysiologie ausgeführt; dortselbst wurden 
auch die Analysen des Futters und ein Teil der Harn- und Kotanalysen 
vorgenommen. Die übrigen Analysen wurden im physiologischen 
Laboratorium der Landwirtschaftlichen Fakultät des Polytechnischen 
Instituts in Iwanowo-Wosnessensk ausgeführt. 

Wir sprechen hier dem Mechaniker des Instituts (Moskau), J. M. 
Aleschin, für seine freundliche Hilfe unseren Dank aus sowie allen 
Kollegen des Instituts, von denen ein jeder in irgend einer Weise uns 
seinen Beistand zuteil werden ließ. Unseren besonderen Dank drücken 
wir Herrn Prof. Schaternikow aus, der uns seine wertvolle Hilfe und 
seinen Rat nie versagte. 


Beiträge zur Biochemie der Avitaminosen. 


Von 
Alexander Palladin. 
Nr. 4. 


Kalkausscheidung und Blutkalk beim experimentellen Skorbut. 


Von 
Alexander Palladin und E. Ssawron. 


(Aus der Forschungsanstalt für Biochemie zu Charkow.) 
(Eingegangen am 25. September 1924.) 


Um die Rolle der Vitamine C bzw. ihre Wirkungen auf den tierischen 
Organismus aufzuklären, ist unbedingt erforderlich, daß wir den Stoff- 
wechsel beim experimentellen Skorbut von möglichst vielen Seiten 
her erforschen. 

Vorliegende Arbeit soll sich speziell mit dem Umsatz des Calciums 
beschäftigen, dessen Verhalten schon aus dem Grunde ein besonderes 
Interesse darbietet, weil in der Literatur seit langem Fingerzeige ge- 
geben sind, die gewisse Störungen des Kalkumsatzes beim Skorbut 
möglich erscheinen lassen. 


So hat man auf eine Herabsetzung der Gerinnbarkeit des Blutes beim 
Scharbock hingewiesen, die durch eine Verarmung des Blutes an Calcium 
bedingt sein könnte. Hess und Kilian!) fanden in der Tat den Calcium- 
gehalt im Blute Scharbockkranker vermindert. Lust sowie Lust und 
Klockmann?) untersuchten die Calciumausscheidung bei einem skorbut- 
kranken Kinde und fanden sie verzögert. Dasselbe konstatierte auch 
Moll. Frank?) prüfte die Ausscheidung des Calciums in zwei Fällen von 
Scharbock und fand, daß das Calcium im akuten Stadium der Krankheit 
zurückgehalten und erst während der Rekonvaleszenz ausgeschieden wird. 
Auch die Erscheinungen der hämorrhagischen Diathese wurden in Zu- 
sammenhang mit der Störung des Calciumumsatzes gebracht. 


1) Hess und Killian, Proc. Soc. exper. Biol. 16, 43, 1918. 
2) Lust und Klockmann, Jahrb. f. Kinderheilk. 75, 663, 1914. 
3) Frank, ebendaselbst 91, 21, 1920. 
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Auch bezüglich der Ausscheidung des Calciums beim experimentellen 
Skorbut liegen Angaben vor. Namentlich Baumann und Howard!) unter- 
suchten die Ausscheidung von Mineralsubstanzen, insonderheit des Calciums, 
beim experimentellen Skorbut der Meerschweinchen (hervorgerufen durch 
Haferkost) und fanden die Ausscheidung des Calciums vergrößert. Die 
Untersuchung der Calciumausscheidung bei experimentellem Skorbut und 
bei skorbutkranken Menschen ergaben also entgegengesetzte Resultate. 
Howard und Ingwaldsen?) endlich fanden den Mineralumsatz beim experi- 
mentellen Skorbut von Affen nur sehr wenig verschieden von der Norm. 

Außerdem bietet die Literatur noch eine Reihe von Hinweisen auf 
die Abhängigkeit des Calciumumsatzes von anderen Vitaminen. So z. B. 
bezeugen die Arbeiten mehrerer Autoren den Einfluß des Vitamins A auf 
die Fähigkeit der Zellen, das Calcium zurückzuhalten. 


In unseren Untersuchungen haben wir einerseits die Ausscheidung 
des Calciums im Harn und Kot bei experimentellem Skorbut von 
Meerschweinchen, andererseits auch den Einfluß des Skorbuts auf den 
Calciumgehalt im Blute dieser Tiere einer näheren Prüfung unterzogen. 

Zu den Versuchen dienten erwachsene Meerschweinchen, die 
während der ganzen Versuchszeit in besonderen, nach dem von Völtz 
empfohlenen Muster hergerichteten Glasbehältern untergebracht waren. 
Harn und Kot wurden jeden zweiten Tag immer zu ein und derselben 
Zeit aufgefangen und in den gesammelten zweitägigen Mengen der 
Calciumgehalt bestimmt. Jeder Versuch begann damit, daß das Meer- 
schweinchen einige Zeit bei gewöhnlichem (normalem) Futter, be- 
stehend aus Hafer und Rüben, gehalten wurde. Während dieser Zeit 
wurde die normale Calciumausscheidung ermittelt. Hierauf wurde 
das normale Futter durch ein solches ersetzt, das vom Vitamin C befreit 
war, um den Einfluß des Skorbuts auf die Calciumausscheidung im 
Harn und Kot festzustellen. Zur Aufklärung der Frage über den Einfluß 
des experimentellen Skorbuts auf den Calciumgehalt im Blute wurde 
derselbe einerseits bei normalen, andererseits bei skorbutischen Meer- 
schweinchen bestimmt, und zwar in verschiedenen Phasen der Er- 
krankung. 

Die Bestimmung des Calciums wurde vermittelst des etwas modi- 
fizierten Verfahrens von Lyman?) und Halverson und Bergheim‘) 
ausgeführt. Zur Bestimmung des Calciumgehaltes im Harn wurde ein 
entsprechender Zylinder mit 20 ccm des verdünnten filtrierten Harns 
beschickt (für gewöhnlich wurde der zweitägige Harn zusammen mit 
dem zum Ausspülen des Käfigs dienenden Wasser auf 200 ccm ver- 
dünnt) und ein Tropfen alizarinsulfonsaures Natrium als Indikator 


1) Baumann and Howard, Amer. Journ. Med. Sc. 1917; zit. nach 
Zentralbl. f. inn. Med. Nr. 20, 1922. 

2) Howard and Ingwaldsen, J. Hopkins Hosp. Bull. 28, 1917; zit. nach 
Zentralbl. f. inn. Med. Nr. 23, 1922. 

3) Lyman, Journ. of biol. Chem. 29, 145, 1916. 

4) Halverson and Bergheim, ebendaselbst 24, 130, 1916. 
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hinzugefügt. Der so vorbereitete Harn wurde mit 5proz. Salzsäure 
bis zur deutlich sauren Reaktion angesäuert, darauf Ammoniakwasser 
bis zur ausgesprochenen alkalischen Reaktion hinzugefügt, darauf von 
neuem Salzsäure, aber diesmal tropfenweise bis zum ersten Auftreten 
der sauren Reaktion, kenntlich am Farbenumschlag aus Rotviolett 
in Gelb, wonach noch ein überschüssiger Tropfen Salzsäure hinzugefügt 
wurde. Hierauf wurde der Harn mit destilliertem Wasser bis auf 25 cem 
versetzt. Von dieser Flüssigkeit wurden zwei Erlenmeyersche Kolben 
mit je 10 cem beschickt, um immer zwei parallele Bestimmungen zu 
erhalten. Zu diesen IO ccm des, wie oben gesagt, angesäuerten Harns 
wurden l cem 2proz. Oxalsäure und 2ccm einer 10proz. Lösung von 
essigsaurem Natrium hinzugetan, der Kolben gut geschüttelt und bis 
zum folgenden Tage stehengelassen. Am anderen Tage wurde der 
Inhalt des Kolbens in ein Zentrifugenröhrchen umgegossen und zentri- 
fugiert. Die Flüssigkeit wurde vom Bodensatz abgegossen, der Kolben. 
aus dem die zentrifugierte Flüssigkeit stammte, mit Wasser ausgespült 
und dieses zum Bodensatz hinzugefügt. Das Röhrchen wurde ge- 
schüttelt, die Flüssigkeit mit dem Niederschlag von neuem zentri- 
fugiert und die klare Flüssigkeit fortgegossen. Das Auswaschen wurde 
zweimal wiederholt. Nach Entfernung des zweiten Waschwassers 
wurde der Niederschlag in 4ccm 5proz. H,SO, gelöst, die Lösung im 
Wasserbade auf 60 bis 70° erwärmt und warm mit einer Lösung von 
Kalium hypermanganicum titriert, deren Titer vorher mittels einer 
Oxalsäurelösung von 0,1101 Oxalsäure : 100 ccm eingestellt war. 10 ccm 
dieser Oxalsäurelösung entsprachen 3,5 mg Ca. Es wurde also durch 
das Titrieren die Menge der Oxalsäure bestimmt, die an das Ca gebunden 
und dann durch Erwärmen mit H,SO, frei gemacht war; mit anderen 
Worten: es wurde die durch Oxalsäure niedergeschlagene Calcium- 
menge bestimmt. Der Titer der Kalihypermanganikumlösung wurde 
so eingestellt, daß 1 ccm einer Calciummenge von 0,296 entsprach. 

Zur quantitativen Bestimmung des Ca im Kot wurde letzterer. 
und zwar jedesmal die zweitägige Menge, gewogen und aufs sorg- 
fältigste im Mörser verrieben. Hiervon 2,5g in einen Porzellan- oder 
Platintiegel gebracht, mit konzentrierter H,SO, angefeuchtet und 
verascht. Das Ausglühen wurde so lange fortgesetzt, bis ein voll- 
ständig weißes Pulver erhalten wurde. Letzteres wurde aus dem Tiegel 
mittels 25ccm 10proz. HCl und mit 25ccm Wasser herausgespült. 
Die Flüssigkeit wurde gut durchgeschüttelt und filtriert. Dem Filtrat 
wurden zwei Portionen zu je 10 ccm entnommen (zur Anstellung zweier 
paralleler Bestimmungen), zu jeder 10 ccm destilliertes Wasser hinzu- 
gefügt und darauf mit 5proz. Ammoniak neutralisiert. Hierauf mit 
HCl angesäuert und dann weiter ebenso verfahren wie oben bei der 
Bestimmung des Ca im Harn. 
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Die Bestimmung des Ca im Blute wurde in folgender Weise aus- 
geführt: In einen kleinen Zylinder wurden Ip ccm einer 6,5proz. 
Lösung von Trichloressigsäure gegeben und dann Beem Blut hinzu- 
gefügt. Das Blut wurde entweder direkt aus der Carotis oder mit 
einer Spritze aus dem Herzen der Meerschweinchen entnommen. Blut 
und Säurelösung wurden durch sorgfältiges Schütteln gut gemischt 
und nach 5 bis 10 Minuten langem Stehen durch ein calciumfreies 
Filter gelassen. Zum Filtrat wurde 1 Tropfen Methylorange als In- 
dikator hinzugefügt, dann tropfenweise 2n NH, bis zur alkalischen 
Reaktion, hierauf wurde mit 5proz. HCl angesäuert und genau 
weiter verfahren wie beim Harn. | 

In erster Reihe wurden Versuche angestellt, um den Einfluß des 
experimentellen Skorbuts auf die Ausscheidung des Ca durch die Nieren 
aufzuklären. Der Skorbut wurde durch Fütterung der Meerschweinchen 
mit Hafer hervorgerufen. Zur Veranschaulichung seien einige der 
hierauf bezüglichen Versuchsprotokolle aufgeführt (s. Tabellen I bis IV). 

Tabelle I. 
Meerschweinchen Nr. 1, männlich. Anfangsgewicht 550 g. 


| 











Gehalt 
an Kalk 
Tägliche 
Ca-Ausscheidung 
pro Körper-kg 


von 2 Tagen 


| Futter 


Körpergewicht 


Hammenge 
von 2 Tagen 


an Skorbut 


j S 
` 
E der Harnmenge 





562 | 66 | 28,4 | 25,3 | Hafer, Rüben und Kohl (Normal) 























| 21,6 | 19,8 || Durchschnittlich f. d. normale Periode 
8. V. 2 555 32 21,1 19,0 
10. V. 4 | 547 | 54 | 206 |188 | 
12. V. 6 570 42 26,5 | 23,2 | | Hafer (Skorbut) 
18. V. | 12 | 568 38 | 170 |149 | 
20. V. | 14 | 580 | 54 | 190 | 16,4 
| 20,8 | 18,4 Durchschnittl. f. 1—2 Skorbutwochen 
22.V. | 16 | 51 | 2 | 91; 81 
24. V. | 18 | 549 | 34| 78] 71 
28. V. ı 20 | 534 | 50 | 128 119 
28. V. | 22 | 533 | 28 | 92 | 86 
30. V. | 24 | 513 | 20 | 92 | Salt Hafer(Skorbut) 
1. VI. || % | 495 | 14 | 78 | 78 
3.VI. | 28 | 455 | 28 | 57 | 63| 
6. VI. 30 410 26 4,9 6,1 
6. VI. 31 — _ — — Getötet 
8,8 | 8,1 | _Durchschnittl. f. 3—4 Skorbutwochen 
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Tabelle II. 
Meerschweinchen Nr. 8. 


Futter 
























14. VI. | 5 |177 |126 | 
16. VI. 80 | 14,2 | 102 | 
18. VI. 70 | 19,2 | 14,0 Hafer und Rüben 
20. VI. 60 | 22,0 | 16,2 
22. VI. 50 | 17,1 | 12,7 
24. VI. 50 | 35,5 | 26,3 | 
= de 2 2 nr Hafer und Rübensaft 
30. VI. 70.102 | 7,5 
2. VII. 90 | 128 | 98 

| 172 | 12,6 || Durchschnittlich für normale Periode 
4.VII. | 2 | 660 | 80 | 142 | 10,8 | 
6.VII.| 4 | 665 | 70 | 20,6 | 15,5 
s.vIL. | 6 | 650 | 90 |178 | 137 | 2 
10.VIL | 8 | 650 | 80 | 11,4 | 8,7 |g Hafer und gekochter Rübensaft 
12. VII. || 10 | 630 | 50 | 79 | 66 
14. VIIL | 12 | 635 | 40 | 48 | 65 

I | | J128 10,2 _ Durchschnittl. f. 1—2 Skorbutwochen 

16. VII. | 14 | 620 oi 98 | 80 | 
20.VIl. | 18 | 580 | 100 | 36 | 31 | Hafer und gekochter Rübensaft 
22. VII | 20 | 525 | 40 j| 53. 50 | 
23. VIL | 21 | 510 | — | — | — || Esitus 


l 


A8 | 5,8 || Durchschnittl, für 3 Skorbutwochen 


Aus den zwei ersten Protokollen ist ersichtlich, daß im Verlauf 
der ersten zwei Wochen des (durch Fütterung der Meerschweinchen mit 
Hafer allein oder mit Hafer und gekochtem Rübensaft hervorgerufenen) 
Skorbuts die Ausscheidung des Ca fast gar nicht verändert wird; sie 
wird, mit der Norm verglichen, nur ganz wenig herabgesetzt, und 
zwar bleibt das Bild dasselbe, ob wir nun die eintägige Ausscheidung 
des Ca an sich betrachten, oder ob wir die gefundenen Ziffern auf 1kg 
des Tiergewichtes umrechnen. 

Anders verhält es sich in der folgenden Periode des Skorbuts. 
sobald seine sichtbaren Symptome auftreten. Im Verlauf der dritten 
und vierten Woche des Skorbuts fällt die Ausscheidung des Ca im Harn 
in scharf ausgeprägter Weise. Besonders scharf tritt dieser Abfall in 
Erscheinung, wenn wir die eintägigen Calciummengen im Harn pro 
Kilogramm Tier berechnen. In der Norm wurden pro Tag und Kib- 
gramm 19,3 bzw. 12,6 mg ausgeschieden; in der ersten und zweiten 
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Tabelle III. 
Meerschweinchen Nr. 10. 





| 
| 
| 


Futter 


e Körpergewicht 
Tägliche 
C»»Ausscheidung 
pro Körper:kg 











Hafer und Rüben (Normal) 





10,8 12,5 | Durchschnittlich für normale Periode 
5. VII. 2 408 7,1 8,7 
7. VII. 4 408 16,7 20,9 
9. VII. 6 415 7,1 8,5 
11. VO 8 417 89 10,8 Hafer (Skorbut) 
13. VII 10 412 11,3 13,7 
15. VU 12 406 9,4 11,7 
17.VIL | 14 410 7,8 9,0 
9,8 11,9 Durchschnittl. für 1—2 Skorbutwochen 
! 
19. VII. 16 394 72 ı 90 
21. VII. 18 371 5,9 | 7,9 | Hafer (Skorbut) 
23. VII. 20 330 7,2 11,0 
25. VITI. | 21 | 305 | 50 | 80 || Getötet 
6,8 | 8,9 || Durchschnittl. für 3 Skorbutwochen 


Skorbutwoche durchschnittlich 18,4 bzw. 10,2 mg; in der dritten und 
vierten Woche aber bloß 8,1 bzw. 5,3 mg. 

Ganz dasselbe Verhalten sehen wir auch im Versuch am Meer- 
schweinchen Nr. 10 (Tabelle III); auch hier verläuft die Ausscheidung 
des Ca im Verlauf der ersten zwei Wochen vitaminloser Ernährung 
fast; völlig normal, mit der dritten Woche der Erkrankung aber beginnt 
ein ausgeprägter Abfall. 

Bei den Meerschweinchen Nr. 1 und 10 wurde der Skorbut durch 
ausschließliche Haferkost hervorgerufen, beim Meerschweinchen Nr. 8 
dagegen durch Fütterung mit Hafer und gekochtem Rübensaft. Wenn 
man bezüglich der Versuche Nr. 1 und 10 vermuten könnte, die Calcium- 
ausscheidung bei vitaminfreier Fütterung wäre dadurch beeinflußt 
worden, daß die Tiere vor dem Skorbut sowohl mit Hafer als auch mit 
Rüben ernährt worden waren, während des Skorbuts aber ausschließlich 
mit Hafer (daß also eine Änderung in der mineralischen Zusammen- 
setzung des Futters eingetreten war), so kann ein solcher Einwand 
bezüglich des Meerschweinchens Nr. 8 nicht erhoben werden, denn 
dieses wurde sowohl in normalem Zustande als auch während des 
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Tabelle IV. 
Meerschweinchen Nr. 2. 
TI CES wl ` 
$ Fr 5 SS 33: 
Ieëä E [885 | 388. 
33%| & |322|3%5 
Datum GE d > -g EE | Futter 
Rd. 10 NO“ <2 
DI Se e E 
SE | 
e mg 





Hafer und Rüben 


ı 
1 


Durchschnittlich für normale Periode 











, Hafer 
| © | 78 | 74 ' Durchschnittl. für 1—2 Skorbutwochen 
21. VI. | 16 | 431 | 44 | 51 | 
23. VI. | 18 395 9,7 | 11,0 l Hafer 
Weg 19 | 36 | — | — Exitus 
7,0 | 80 || Durchschnittlich für 3 Skorbutwochen 


Skorbuts mit einem völlig gleichartigen Futter ernährt, d. h. mit Hafer 
zusammen mit Rübensaft, wobei die einzige Änderung darin bestand. 
daß zur Hervorrufung des Skorbuts die Vitamine C des Rübensaftes 
durch Kochen zerstört wurden. 

Ein etwas anderes Resultat gaben uns die Versuche mit den Meer- 
schweinchen Nr. 2 und 9, deren Protokolle in den Tabellen IV und V 
wiedergegeben sind. Hier haben wir sowohl eine absolute als auch 
(bei Umrechnung auf Körpergewichtseinheit) relative Herabsetzung 
der Calciumausscheidung durch die Nieren nicht nur vom Anfang 
der dritten Woche des Skorbuts, sondern auch schon in der ersten und 
zweiten Woche der vitaminlosen Ernährung. Die Ursache hierfür 
liegt wahrscheinlich darin, daß diese Meerschweinchen die vitaminlose 
Kost schlechter vertrugen. Bei den Meerschweinchen Nr. 1, 8 und 10 
blieb das Körpergewicht in den ersten zwei Skorbutwochen beinahe 
unverändert und begann erst mit der dritten Woche zu fallen. Bei 
den Meerschweinchen Nr. 2 und 9 aber begann der Abfall des Körper- 
gewichts schon in der ersten Skorbutwoche, und zwar war der Gewichts- 
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verlust für die ersten zwei Wochen bei beiden Tieren recht erheblich. 
Das deutet darauf hin, daß diese Meerschweinchen sich gegen den 
Fortfall des Vitamins C aus der Nahrung weit empfindlicher erwiesen, 
und daß deshalb die für den Skorbut charakteristische Zerrüttung des 
Stoffwechsels bei ihnen früher auftrat, weshalb sie auch schneller als 
die oben erwähnten Meerschweinchen zugrunde gingen. Hieraus erklärt 
es sich, daß bei ihnen schon im Verlauf der ersten zwei Skorbutwochen 
diejenigen Störungen in der Calciumausscheidung durch die Nieren 
eintraten, die bei den Meerschweinchen Nr. 1, 8 und 10 erst in der 
dritten Skorbutwoche zur Beobachtung kamen. 


Tabelle V. 
Meerschweinchen Nr. 9. 























| PR Be 
I A 
asl 3 |&$e 335 
o 2 a EH) SS T = g E 
Datum | > S d Che Ké 2 Futter 
GER G dä ds < 7 
GI Sé 5 
ee Ä D Ce, am Im": 
16, WI 496 | 179 | 18,1 | 
E vr | = EA =. l Hafer und Rüben (Normal) 
21. VI. ` 495 | 16,4 | 16,7 
17,7 17,9 | Durchschnittlich für normale Periode 
23. VI. | 2 | 498 | 78 | 79 
25. VI. 4 | 480 | 57 | 59 
2.VL | 6 | 4&9 | 57 | 62 
29. VI. | 8 452 2,8 3,1 Hafer (Skorbut) 
VIL 10 | 448 | 35 | 39 
nt 12 | 434 | 99 | 114 
5. VIL! 14 | 417 | 121 | 145 
| 6,8 | 7,5 || Durebschnittl. t. 1—2 Skorbutwochen 
nl 16 | 397 | 49 | os 
9. VIIL. | 18 366 4,9 6,7 | Hafer (Skorbut) 
11.VIL| 20 | 335 | 65 | 98 
13. VII. 22 303 4,6 7,5 Exitus 
54 | 7,7 || Durchschnittlich für 3 Skorbutwochen 


Weiterhin wurde von uns bei einer Reihe skorbutischer Meer- 
schweinchen die Ausscheidung des Ca nicht nur im Harn, sondern auch 
im Kot einer genaueren Prüfung unterzogen. Diese Versuche waren 
aus dem Grunde notwendig, weil die verringerte Calciumausscheidung 
durch die Nieren möglicherweise durch eine verstärkte Ausscheidung 
durch die Diekdarmwand kompensiert wurde. In Tabelle VI ist z. B. 
das Protokoll eines diesbezüglichen Versuchs mitgeteilt. 
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Tabelle VI. Meerschweinchen Nr. 13. 





g 
) 


Futter 


sscheidun 





Tägliche 
CaAu 


pro Körper-kg 


(im Harn u. Kot 












| 
| 








| Hafer (50 g) und Rüben (25 g) 








27,4 ` Hafer (Skorbut) 


— | Getötet 





12,8 | 18,2 | 28,5 || Durchschnittlich für Skorbut 


54 


Aus dem Versuchsprotokoll geht hervor, daß in diesem Versuch 
das Sinken der Calciumausscheidung mit der ersten Skorbutwoche 
anfängt, wobei nicht nur der Calciumgehalt im Harn, sondern auch 
im Kot vermindert wird, und zwar nicht nur absolut, sondern auch 
relativ (d. h. bei Umrechnung auf die Gewichtseinheit). Dieses Meer. ` 
schweinchen widerstand dem Skorbut schlecht und ging am 15. Krank- | 
heitstage ein, während die Mehrzahl der Meerschweinchen 3 bis 4 Wochen | 
am Leben blieben. Diese Versuche zeigen uns, daß die Änderungen 
des Calciumgehaltes im Harn und Kot einander parallel verlaufen, 
und daß die verringerte Claciumausscheidung durch die Nieren nicht 
durch eine vermehrte Ausscheidung des Caleiums im Kot kompensiert 
wird. 

Somit sehen wir aus den angeführten Versuchen, daß die infolge 
vitaminlosen Futters auftretenden Stoffwechselstörungen sich auch in 
der Ausscheidung des Calciums wiederspiegeln. 

Mit dem Übergang auf vitaminfreies Futter tritt je nach der 
Konstitution des Tieres und der Heftigkeit des Skorbuts früher oder 
später eine Verringerung der Caleiumausscheidung ein, und zwar 
sowohl im Harn als auch im Kot. Diese Verringerung der Calcium- 
ausscheidung ließe sich aber vielleicht hauptsächlich darauf beziehen, 
daß der Appetit der Meerschweinchen im Verlauf des Skorbuts mehr 
und mehr abnimmt, weshalb sie auch weniger Nahrung und folglich 
auch weniger Calcium aufnehmen. Ä 
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Wie verhält es sich nun mit dem Einfluß des experimentellen 
Skorbuts auf den Calciumgehalt des Blutes ? 

Tabelle VII gibt die Resultate der quantitativen Bestimmungen 
des Calciums im Blute gesunder Meerschweinchen. 





Tabelle VII. 
Gewicht Ca » Gehalt 
der 
Meerschweinchen in 5ccm Blut |in 100ccm Blut 
8 mg 

510 10,68 
528 11,10 
770 16,54 
630 12,36 
456 11,96 

Durchschnittlich | 0,626 | 12,58 


Der Calciumgehalt in 100 eem Blut gesunder Meerschweinchen 
schwankte zwischen 11,11 und 16,44 mg; im Durchschnitt war er 
gleich 12,65 mg. 

Im Anschluß hieran wurden Bestimmungen des Calciumgehaltes 
im Bilute skorbutischer Meerschweinchen ausgeführt, und zwar in ver- 
schiedenen Phasen der Erkrankung. Die hierauf bezüglichen Resultate 
demonstriert Tabelle VII. 


Tabelle VIII. 





Am vievielten Skorbuttag 
e Bestimmun 
Beef) wu 


Ci ` 
in 100 ccm Blut 






in > ccm Blut 












1. Tag... ..... 0,684 13,68 
Do a 0,855 17,10 
vu, | 0 | Uu ‚68 
Durchschnittlich. . . | 0207 ` 0,707 O M ` 
19. Tag... .... 0,456 9,12 
A E ee 0,364 7,28 
EK 0,498 9,96 
Durchschnittlich. . . | 0489 ,. 878 


Man ersieht aus ihr, daß der Calciumgehalt des Blutes im Verlauf 
der ersten zwei Skorbutwochen in den Grenzen der Norm schwankt, 
denn die Bestimmungen am 7. und 11. Skorbuttage ergaben Ziffern, 
die nicht über die bei gesunden Meerschweinchen erhaltenen hinaus- 
gingen. In der folgenden Periode des Skorbuts aber, vom Beginn der dritten 
Woche an und weiterhin, erwies sich der Calciumgehalt des Blutes als 
herabgesetzt; die Bestimmungen des Calciums im Blute am 19., 21. 
und 33. Tage ergaben unternormale Werte. 
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Mijadera!) kam bei seinen (im Laboratorium Bickels ausgeführten) 
Untersuchungen über den Einfluß vitaminfreien Futters auf den 
Calciumumsatz bei Hunden zu dem Schluß, daß die Vitamine einen 
stimulierenden Einfluß auf die Assimilation und Ablagerung des 
Calciums ausüben; er sieht hierin eine Bestätigung der Bickelschen 
Theorie, wonach die Vitamine den Zellen des tierischen Organismus 
die Befähigung verleihen, organische und unorganische Substanzen 
zu assimilieren. 

Unsere Versuche haben dargetan, daß der experimentelle Skorbut 
den Calciumstoffwechsel sehr wenig beeinflußt, bedeutend weniger als 
den Umsatz der Kohlehydrate und des Kreatins. Die nach der zweiten 
oder dritten Woche des Skorbuts beginnende Herabsetzung der Calcium- 
ausscheidung muß, wenigstens hauptsächlich, auf Rechnung der ver- 
ringerten Calciumaufnahme gesetzt werden. Man kann wohl schwerlich 
Lust, Moll u. a. darin beistimmen, daß beim Skorbut eine Zurück- 
haltung des Calciums im Organismus statthat. Eher muß angenommen 
werden, daß (im Zusammenhang mit der allgemeinen Herabsetzung 
der Fähigkeit der Zellen, die Nährstoffe auszunutzen) auch die Fähig- 
keit, das Calcium auszunutzen und zurückzuhalten, bei vitaminlosem 
Futter herabgesetzt: ist 21. 


Zusammenfassung. 


l. Beim experimentellen Skorbut ist die Calciumausscheidung im 
Harn und Kot verringert. Die Verringerung beginnt entweder mit 
der dritten Woche oder zeigt sich schon früher (in der zweiten oder 
Ende der ersten Woche). 

2. Das zu beobachtende Sinken der Calciumausscheidung hängt 
wahrscheinlich von der Verringerung der Nahrungsausnahme ab. 

3. Der Calciumgehalt des Blutes während der ersten und zweiten 
Woche ist normal, in der folgenden Periode aber herabgesetzt. 

1) Mijadera, diese Zeitschr. 180, 192, 1922. 

2) Baumann und Howard (l.c.), deren Arbeit uns leider im Original 
nicht zugänglich war, hatten es allem Anschein nach mit dem Calciumsalz 
in der Anfangsperiode des Skorbuts zu tun, wo auch bei uns einige Meer- 


schweinchen einen (sehr kleinen) Aufstieg der Calciumausscheidung (in 
den ersten Tagen des Skorbuts) ergaben. 











` Zur Mikrobestimmung des Blutzuckers. 
(Bemerkung zu einer gleichnamigen Arbeit von Dressel und Rothmann.) 


Von 


C. Jimenez Diaz und B. Sanchez Cuenca. 
(Aus der I. medizinischen Klinik der Universität zu Sevilla.) 


(Eingegangen am 3. Oktober 1924.) 


Im Laufe der Studien, die wir über Kohlehydratstoffwechsel durch- 
führen, haben wir uns der Hagedorn-Jensenschen Methode für Blut- 
zuckerbestimmung bedient, und zwar immer mit befriedigenden Er- 
gebnissen. Nur einen Nachteil hatten wir empfunden, der sich besonders 
bei der Anwendung an Kaninchen geltend machte, nämlich den, daß 
man mit Pipetten arbeiten mußte. Infolgedessen schien uns sehr 
wünschenswert, Saugblättchen gebrauchen zu können, wozu die Dressel- 
und Rothmannschen Arbeiten anregten. Unsere Ergebnisse waren aber 
leider nicht so gut wie bei den eben genannten Autoren. 


Zuerst wurden verschiedene Proben desselben Blutes analysiert 
und, wie aus dem Protokoll ersichtlich, waren die gefundenen Werte 
immer zu niedrig und auch unter sich keineswegs übereinstimmend. 
Wir haben bei ein und demselben Individuum an einem Tage die 
Glykämiekurve mittels doppelter Saugentnahmen, am nächsten 
mittels doppelter Pipettenentnahmen bei sonst gleichen Bedingungen 
bestimmt. Wie aus den angebrachten Ergebnissen hervorgeht, ist die 
genaue Übereinstimmung beider Werte einer und derselben Entnahme 
bei der Anwendung von Pipetten durch eine grobe Ungleichheit bei 
der Anwendung von Blättchen ersetzt. Folglich ist die Blättchenmethode, 
wie sie bei der Bangschen Technik gebräuchlich, für die Hagedorn- 
Jensensche Methode vollständig unbrauchbar, weil sie zu niedrige und 
niemals übereinstimmende Werte ergibt. 

Die Grundlage dieser Tatsache schien uns in einem Vorgang ge- 
legen zu sein, welcher die Blutzuckerextraktion mittels der Flüssigkeit 
beeinträchtigte. Wir glauben denselben in der schnellen und starken 
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Koagulierung des Blutes beim Kontakt mit der Zinkhydroxydflüssigkeit, 
welche (die Koagulierung) eine relative Undurchlässigkeit des Papiers 
verursacht. Das scheint in der Tat der Fall zu sein, denn wir haben 
die Proberöhren, die die in der Zinkhydroxydflüssigkeit versenkten 
Blutproben enthielten, 3 Monate lang stehen gelassen, und nach dieser 
Zeit gab es überhaupt keine Möglichkeit, Hämolyse durch Salze zu er- 
zeugen, ein Geschehen, welches zweifellos auf einer Pakidermisierung der 
roten Blutkörperchen beruht. Ein neuer Beweis unserer Behauptung 
geht aus folgender Tatsache hervor: Wir nahmen drei Blutproben und 
bearbeiteten sie nach der Dressel-Rothmannschen Methodik. Danach 
zerschnitten wir die Papiere in sehr kleine Stükchen und nahmen 
mit diesen eine neue Extraktion bzw. Titration vor. Die weiter unten 
angegebenen Werte beweisen, daß in den Papieren noch eine ansehn- 
liche Menge Zucker vorhanden war, der nicht extrahiert worden war, 
weil die Extraktionsflüssigkeit wegen des Koagulums nicht in die Papiere 
einzudringen vermochte. Erst wenn man mittels der Schnitte frische, 
nicht impermeabilisierte Flächen schaffte, konnte dieser Blutzucker 
titriert werden. Schließlich erwächst für unsere Behauptung daraus 
eine gute Stütze, daß die mit Hilfe von Papieren ermittelten Werte von 
den mit Pipetten gefundenen sehr wenig abweichen, wenn man eine 
Traubenzuckerlösung — also keine eiweißhaltige — dosiert. 


Zusammenfassung. 


Die Hagedorn-Jensensche Methode ist sehr genau und brauchbar, 
wenn man sie nach der ÖOriginalanweisung mittels Pipetten ausführt. 
Wendet man dagegen das von Dressel und Rothmann angegebene Ver- 
fahren mit den Saugblättchen an, so wird sie vollständig unbrauchbar, 
denn die nach ihr erhaltenen Werte sind nicht nur zu niedrig, sondern 
auch zu variabel. Die Ursache dieser abnormen Ergebnisse besteht 
in der schnellen Koagulation und Impermeabilisierung des in den 
Blättchen aufgesaugten Blutes beim Kontakt mit der Zinkhydroxyd- 
flüssigkeit. 


Beispiele aus den Protokollen. 


Vergleich der bei einer lproz. Glucoselösung mittels Pipetten und Saug- 
blättchen gefundenen Werte. 


nof a | 2 | 3 | 4 | | 


0,097 | 0,095 : 0,102 | 0,089 


0,098 | 0,097 
: 0,079 | 0,095 ' 0,086 | 0,086 | 0,093 | 0,088 











Pipettien. . . 
Blättchen . . 








i 
| 
| 
| 
| 


Also wenn auch vielleicht beim Gebrauch von Pipetten die Resultate 
etwas genauer, so sind doch die Blättchenwerte für die Dosierung einer 
wässerigen Glucoselösung brauchbar. 
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Im Blute mittels Doppelbestimmungen mit Saugblättchen gefundene Werte. 
BES poa ERBE ER ER 


0,245 | 0,297 | 0,136 | 0,068 | 0,080 |:0,063 | 0,056 | 0,085 | 0,104 
0,085 | 0,123 


0,295 | 0,053 | 0,052 | 0,333 | 0,136 0.057 | 0,034 


Die unter mehr als 50 ausgewählten Beispielswerte beweisen, daß die 
Ergebnisse beider Proben in demselben Blute sehr verschieden sind. 


(e e) 
© 

















Unter denselben een mittels — ee Werte. 


agaf r= o|o 


0,272 | 0,215 ‚145 | 0,176 | 0,148 | 0,198 | 0,232 
0 ‚284 0, ‚216 ‚153 0, 157 0, 136 0,201 


0, 238 
Aus dieser Tabelle ES hervor, daß die mit Pipetten gefundenen Werte 
ziemlich genau übereinstimmen. 


Drei Blättchen A, B, C, wurden mit Kaninchenblut durchtränkt. 
Die Endwerte mit Bestimmung ihrer Gewichte und in Prozenten waren 
folgende: 








A = 0,075, B = 0,054, C = 0,047. 
Die Blättchen wurden gut zerteilt, extrahiert und titriert; sie ergaben: 
A = 0,052, B = 0,063, C = 0,064. | 


Daraus geht hervor, daß im Papier noch unextrahierte Glucose zurück- 
bleibt, wenn man nach der Technik von Dressel und Rothmann arbeitet. 


Über die Senkung der roten Blutkörperchen im fließenden Blute. 


Von 
L. Berezeller und H. Waat), 


(Aus dem physiologischen Institut der Universität Wien.) 
(Eingegangen am 3. Oktober 1924.) 


In einer kurzen Mitteilung!) haben wir bereits darüber berichtet, 
daß die Senkung der roten Blutkörperchen im langsam fließenden 
Blute schneller stattfindet, als wenn die Blutsäule stehen würde. Diese 
Erscheinung spielt im peripheren Blutkreislauf jedenfalls eine Rolle; 
viele Beobachtungen legten ja schon nahe, daß die Senkung der roten 
Blutkörperchen auf die Strömung des Blutes in kleinen Gefäßen nicht 
ohne Einfluß sein könne. Unter Bedingungen des physiologischen 
Experiments wurde schon öfters, sogar bei viel größeren Strömungs- 
geschwindigkeiten, eine störende Wirkung durch die Blutkörperchen- 
senkung beobachtet. So soll nur auf Viskositätsbestimmungen im Blute, 
insbesondere bei horizontal gehaltenen Röhren, hingewiesen werden 
oder auf Blutgasanalysen, wobei nur durch gehöriges Durchmischen 
des Blutes die Störung der Versuche durch die Senkung vermieden 
werden kann. 

Die Untersuchung der Senkung der roten Blutkörperchen in 
vertikal stehender Säule gibt uns kein gutes Maß für die Senkungs- 
möglichkeit unter physiologischen Bedingungen, da bei verschiedener 
Schiefstellung der Röhrchen die Senkung viel rascher abläuft 21. 

Zunächst soll an einigen Versuchsbeispielen die Senkungsgeschwin- 
digkeit in vertikalen und schief gestellten Röhren bei einigen Blutarten 
angegeben werden, um sie mit den Dimensionen in den kleinen Gefäßen 
des Kreislaufs vergleichen zu können. Dazu wurden die Anfangswerte 
in den angeführten Senkungsversuchen benutzt, um die Berechnungen 
auszuführen. 





1) Berczeller und. Wastl, Klin. Wochenschr. 1924. Nr.5. 


2) Siehe vorangehende Arbeiten: Berczeller und Wasil, diese Zeitschr. 
140, 368ff., 142, 524ff., 148, 236ff., 1923; 145, 82ff., 146, 370ff. 1924. 
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Tabelle I. 








Freie Plasmahöhen in mm [Röhrchen*) unter verschiedenen Winkeln aufgestellt.) 













Kaninchen Hund 


Ieleleiolels 
ZE 


E 
Wei 


Geschlecht. .ı 





Zeit (nach). . || 15’ 








90° 
671/30 
450 
221,0 
Geschwindigkeiten in z/sec. 

90 | 1,71 2,0 | 1,3 | 6,1/10,0 33,3 Gäil 2,21 0,4 0,8 | 0,3 | 0, | 15 0,5 
671° | 4,4| 8,3 |14,1 [15,0 30,0/40,01120,0117,0) 1,7 6,6 | 3,3 | 29011 1,1 
45 9,4115.0 21,7 20,5|53,0|53,01143,3 30, 75115,5 8,9 110,024,4) 4,4 
221/ 1194159 30.0 21,0)80,0126,6 00,0131,310,0118,9 13,3 |12,5126,7 11,1 

Be e — ) u | Seege 

| Nomai (eisen, GEES 


°) 130 mm hohe Blutsäule, 2 mm weite Röhrchen. 


Es zeigen sich sehr große Unterschiede (sogar nach der Größen- 
ordnung) zwischen den verschiedenen menschlichen und tierischen 
Blutproben sowie auch zwischen den normalen und pathologischen 
(bzw. graviden) Blutproben, wie dies ja allgemein bekannt ist. 

Die minimalste Senkungsgeschwindigkeit beträgt im vertikalen 
Rohre in den angeführten Beispielen 0,3 w/sec, die maximalste 33,3 w/sec, 
es ist also die in gleicher Zeit zurückgelegte Wegstrecke maximal 100 mal 
so groß. Inden schief gestellten Röhren nimmt die Senkungsgeschwin- 
digkeit um so mehr zu, je schiefer dieselben gestellt sind. In dem am 
meisten schief gestellten Rohre (22,5°) ist der kleinste Wert der Senkungs- 
geschwindigkeit 10,0 w/sec, also 33mal größer als der kleinste Wert 
im vertikalen Rohre, der größte Wert 20,0 u/sec, also nicht ganz zehnmal 
so groß wie der Maximalwert im vertikalen Rohre. Die Unterschiede 
zwischen den verschiedenen Blutproben (im allgemeinen) sind also 
bei Schiefstellung der Röhren nicht so große wie bei vertikaler Stellung 
derselben. 

Obgleich die Verhältnisse in der Blutbahn ganz andere sind als 
unter den angegebenen Versuchsbedingungen, so zeigen diese Versuche 
doch, daß die Senkung der roten Blutkörperchen eine Rolle im peri- 
pheren Kreislauf spielt!). Denn unter den günstigsten Bedingungen 
senken sich die roten Blutkörperchen binnen einer Sekunde (unter den 
Versuchsbedingungen, wie sie in Tabelle I angeführt sind) 50mal so weit, 
als ihr größter Durchmesser ist. Das Verweilen der roten Blutkörperchen 
sn den kleinen EE in denen infolge der Verlangsamung der Strömung 


1) Siehe dazu L. Berczeller, diese Zeitschr. 149, 592, 1924. 
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die Senkung stattfinden bzw. sogar schneller stattfinden kann als in 
stehender Blutsäule, dauert aber sicher länger als eine Sekunde!). 


Die Versuche wurden in 2 bis 2%, mm weiten und etwa 100 bis 160 cm 
langen Röhrchen in der Weise ausgeführt, daß in die Röhre eine etwa 100 
bis 150 mm lange Bluteäule eirgesaugt wurde und jene dann unverzüglich 
in die gewünschte Stellung (verschiedene Winkel) gebracht wurde. Durch 
entsprechende Einrichtungen wurde dann diese Blutsäule in mehr oder 
minder langsamer Bewegung gehalten. Dies wurde ja nach dem verfolgten 
Zweck in verschiedener Weise erreicht. Teils wurde das Rohr unten mit 
Gummischlauch und Druckhahn verschlossen und durch feine Einstellung 


Tabelle II. 


; Pferdeblut: Abwartsfließen (variierte Geschwindigkeit) bei 45° Schiefstellung. 
d 


























Oxalatblut Ai Std. |Oxalatblut 51/, Std.,| Citratblut 7 Std. Citratblut 8 Std. 
Zeit nach Entnahme | nach Entnefine | nach Entnahme | nach Entnabme 
in ; 
Minuten | = = = H = | Ze, 
E Wia % l H i Is ES 
8 E WER GE EN aa e e 
5 | 31. m |28 a 5 |120; 28| 558: o 12 |225 
10 | 66 , 49 |14 | 70 35 ail 55 | 33 Lë 50 412 
15 | 76 , 72 |105, 75 | 55 | 1,4! 63 | 49 Lä 62 60 |103 
20 | 81 ' 80 |10 lag 65| 12 67,60 11 6 65 |10 
30 en E." "d WEE wen Se -— — — | — 
A ee eg, tr en 
EE a NE BE EE a a a 
Ne | — Be ne Ne, une | a ne 
i 156 mm*) ı 143 mm*) | 130 mm*) , | 142 mm*) 


*) Länge der Blutsäule (gleich bei der stehenden und fließenden Probe). 
Anmerkung: Senkungsböhe (freie Plasmasäule) in mm Q := Senkungshöhe bei strömen- 
dem Blut dividiert durch die Senkungshöhe im stebenden Blut. 








SE Ee EE Ee 


Abwärtsfließen bei 671/20 Schiefstellung || Pferdeblut bei 90° Stellung 













Pferdeblut: 









Zeit 
= Citratblut Difibriniertes Blut | Citratblut 

PP 6 Std. nach Entnahme 6 Std. nach Entnahme |! 24 Std. nach Entnahme 
inuten 


fließend | stehend Q | fließend | stehend | Q 


| 
D 90) 0 90 1 40 1,5 | 26 
| 
| 





3 BR 43,0 un 3,9 
5 ` 580 | 230 | 26 


7 | 620 | 48,0 |125 
10. 680 | 57,0 | 1,20 
1 


220 02100! 135 | 40 | 337 
ES SE Se 18,0 | 45 | 40 
32,0 | 10 |320 Zen 50) 50 
400 | 40 | 100 | 380 6,0 | 6,33 









12. 700 ' 660 1107 460| 0 5753: — =- | > 

15 | — | 50,0 | 14,0 | 356) 54,0 15,0 | 3,6 

20 | — län | 590 40,0 | 147 

25 ` =: 13920.) SS SES, It ee 
| 

Länge der Blutsäule: 136 mm 158 mm | 142 mm 


1) Für die Schnelligkeit der Senkung ist, besonders in schief gestellten 
Röhren, die Länge derselben von maßgebendem Einfluß (Berczeller und 
Wasil, diese Zeitschr. 146, 370 ff., 1924), da die Senkung um so rascher abläuft, 
je länger die zur Senkung aufgestellte Blutsäule ist. Wenn auch diese 
Wirkung eine überaus große ist, spielt sie dennoch im Versuchsbeginn keine 
so entscheidende Rolle, um das obige Resultat zu beeinflussen. 
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des letzteren für ein entsprechend langsames Austreten der Luft gesorgt. 
Dasselbe wurde erreicht durch das Anschließen von sehr feinen Kapillaren. 
Am zweckmäßigsten erwiesen sich aber mit Wasser gefüllte und fein ver- 
stellbare Niveaugefäße, mit welchen sich sowohl eine Saug- als auch Druck- 
wirkung erzielen ließ und wodurch sowohl beim Abwärts- wie beim Auf- 
wärtsfließen der Blutsäule der Einfluß der in ihrer Schnelligkeit variierbaren 
Bewegung auf die Senkung untersucht werden konnte. Die Versuche 
wurden in schief und vertikal gestellten Röhren einerseits, bei Aufwärts- 
wie bei Abwärtsfließen andererseits angestellt. 


Aus Tabelle II ersehen wir, daß sowohl in den schief gestellten 
als auch in den vertikalen Röhren die Senkung in der sich bewegenden 
Blutsäule beschleunigt ist (Fließrichtung und Senkungsrichtung fallen 
zusammen) gegenüber der unbewegten Blutsäule. Als Versuchsbeispiel 
ist Pferdeblut gewählt, das sich infolge seines großen Senkungsvermögens 
und der schon im Versuchsbeginn einsetzenden starken Zunahme der 
Senkung im fließenden Blute gut für diese Versuche eignet. Die Anfangs- 
geschwindigkeit der Blutsäule variierte in diesem angeführten Beispiel 
zwischen 2 bis 55mm pro Minute. Da es sich zunächst nur um den 
qualitativen Nachweis der schnelleren Senkung im fließenden Blute 
handelt, haben wir, um die Tabelle zu vereinfachen, von der Angabe 
dieser Zahlen abgesehen. 


Tabelle III. Pferdeblut: Aufwärtsfließen (mit variierter Geschwindigkeit). 


450 | 671/20 













































| Oxalatblut || Citratblut | Oxalatblut |! C:tratblut Citratblut 
Zeit 10 Std. 10 Std. | 8 Std. | 8 Std. 4 Std. 
? ) nach Entnahme || nach Entnahme || nach Entnahme nach Entnahme || nach Entnahme 
in Minuten - 
É S E z 
e ajeg a| Q 
ı MN S D 
E TI j, S © z 
3 e Ales m 55,6 26; 1,5117,33:30| 8 375 —| =| — 
5 77120 3,85 51 ' 20 2,5542 | 4 |10,5 | — | — : — hell — 
6 Į—i—| > ;— —| 146117 12718511929 |—j— | — 
7 ne — 56 |3516 '— er 60 | — —- |12| 5|24 
10 92 | 55 | 1,67. 59 | 49 1,2 57 |32 | 1,781 65 | 29 2,24 | 26 | 713,71 
12 1, — ENEE ca A — | 70 ' 56 1,25! — | — | — 
15 ` 94 | 65 1,44 60 ' 67 ra er -| — — |44 | 15 | 2,9 
20 a re - —1-|1- -[|-| 1171| — 66/39 LI 
25 Ess — nl nl nl — — |6 — 22 
30 —|—' - -,9|1|—- nl rn — Sa een 
Länge der Nam ut | m a ` N mme O N a | Sam nen? 
Blutsäule: 138 mm) ‚130 mm 130 mmj |138 mm 128 mm] 





Anmerkung: Q = Senkungshöhen bei fließendem Blut dividiert durch Senkungshöhe 
beim stehenden Blut. Weite der Röbrchen 2 mm. Senkungshöhe in mm. 


In Tabelle III sind einige Versuche angeführt, bei denen die Richtung 
der Senkung der Fließrichtung entgegengesetzt ist. Auch in diesem 
Falle findet die Senkung schneller statt als im stehenden Blute. 

Danach läßt sich also sagen, daß eine langsame (gleichmäßige, 
nicht stoßweise) Bewegung des Blutes, ganz unabhängig, in welcher 
Richtung sie zur Senkungsrichtung steht und wie die Stellung der 
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Röhrchen ist, zu einer starken Zunahme der Senkung der roten Blut- 
körperchen führt. Beim Pferdeblut konnte auch die Beobachtung 
gemacht werden, daß diese Erscheinung im engsten Zusammenhang 
mit der Agglutination der roten Blutkörperchen steht. Besonders 
in vertikalen Röhrchen tritt die makroskopisch sichtbare Agglutination 
im strömenden Blute viel rascher ein als im stehenden. 

Beim schnellen Fließen des Blutes kann man diese Erscheinung 
der Beschleunigung des Senkungsvorganges selbstverständlich nicht 
beobachten. Es ist deshalb von Interesse zu verfolgen, wie diese Zu- 
nahme des Senkungsvermögens von der Fließgeschwindigkeit abhängt. 
Derartige genauere Untersuchungen stoßen aber auf große Schwierig- 
keiten infolge der schweren Regulierbarkeit der Strömungsgeschwindig- 
keit. Einerseits ist es schon nicht leicht, diese geringen Geschwindig- 
keiten bei Wassersäulen allein einzustellen, andererseits ergibt die 
Änderung der Viskosität der Blutsäule durch den Vorgang der Senkung 
noch weitere Komplikationen. 

Deswegen haben wir zunächst in einigen Fällen Grenzwerte be- 
stimmt, bei welchen im fließenden Blute keine Senkung mehr zu beob- 
achten ist, um vorerst qualitativ die näheren Bedingungen dieser Er- 
scheinung zu untersuchen. In Tabelle IV sind einige diesbezügliche 
Daten zusammengestellt. 


Tabelle IVa. Pferdeblut: 90°-Stellung der Röhrchen. 


(2mm weite Röhrchen, Messung der Senkungshöhen und Abflußstrecken 
in Millimetern.) 
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Fluoridblut 20 Std. n. Entnahme 



























































S a A $ =] a age 
E HIER 3 | 5808| 381553 
pE | 22 E FE BE jA TEISE 
a |%, s |8” a” |As Asi” 
a —|—| 0 8 | — 
Ban n E ee 535! 0 | — —|—-I|- | — || —- | — 
Si 0 39 —ı gestoppt | — | — | — !470| 0 |130| 24 | — 
520,0 | 76155 — | — | — ; — | -— 1 — | gestoppt | 190 | 34 | — 
gestoppt | weitergefl. | — | 0I3'—-i—|—- | — | = | — | — | — 
0 12i—]— o| 0 10 ;—'— alo des 2 
| — | — ` — | [el | '20 38: LEE, zu | a EE 
o |25 | — I — 101032 '—-' 8! 6:0 5/1 — |! _-|4 
1 | -|-|-l0 6 .-!'-i-—!- —|-|—-|—- 
D nen Ee oe" AS 15! 0 |2| —'—] B 
un ln ln | 0 21; —i—!i—|-|-|—-|—-|— 
210,41 —ı,—,50| 0 671,149: 58 |37 0 |33 !220|40 | 9 
EE | ,—- — 50'—|— Bän AN In 
E BE u CA ET) REDE A DER SEEN Bi ES 
40 | — | — | — | — B40, -'1—- — - 8,—ı- —|- | 
er rel ar ee —:— |=| 28 
Nee a ee gll a, 
Länge der Blutsäule: 136mm | 132 mm 144 mm 


eg. wë __ 
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Tabelle IVb. 
Pferdeblut: Abt. Stellung der Röhrchen. 


(2mm weite Röhrchen, Messung der Senkungshöhen und durchflossenen 
Strecken in Millimetern.) 
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| Ä wi 5'965 53 | 20 
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1; 0 |29 ' 68 | 47: 15 1789| 51 || 15 |— '— |59 
3.013 | 20 | rasch | — 52 | 20 ToS '— |65 
5" —|— | 6040 10|! 25 |sbfie8.! _ ' 53 | 30 |— '58|30;— o 
8,0 aı |108| 53 | — 90 | "dann | — 63 | — 0 — ‚.70 
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*) Dann rasch abfließen gelassen, vollständig aufgewirbelt; gestoppt. 


Aus voranstehender Tabelle ist ersichtlich, daß schon relativ geringe 
Veränderungen der Fließgeschwindigkeit eine vollkommene Aufhebung 
der Senkung im strömenden Blute verursachen. Bei fünf- bis zehnfach 
größerer Geschwindigkeit, als es jene ist, bei der eine starke Zunahme 
der Senkung zu beobachten ist, ist die Senkung bereits völlig aufgehoben. 
Wenn die schnell fließende Blutsäule gestoppt wird, findet die Senkung 
in dieser nun stehenden Blutsäule viel schneller statt, als wenn die 
Senkung in von Anfang an unbewegter Blutsäule beobachtet wird. 
Die Senkung ist sogar oft durch ein vorangegangenes schnelles Fließen des 
Blutes so sehr begünstigt, daß sie nicht nur vom Moment des Stehen- 
bleibens der Blutsäule, sondern vom Beginn des schnelleren Fließens 
aus gerechnet (während der Zeit des raschen Fließens findet überhaupt 
keine Senkung statt) schneller abläuft als in einer gleichzeitig unter- 
suchten ruhenden Blutsäule. Hierbei ist die Bewegungsrichtung und 
Stellung der Röhrchen gleichgültig. Diese Versuche können uns also 
zeigen, daß die schnellere Bewegung des Blutes in den Arterien auf 
die Senkung der roten Blutkörperchen in denjenigen Teilen des Kreis- 
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laufs von Einfluß sein kann, in denen sie infolge der Verlangsamung 
des Blutstromes stattfinden kann. 


Aus Tabelle IV ist auch ersichtlich, daß die schnellere Senkung 
nach Stehenbleiben der Blutsäule auch dann zur Beobachtung kommt, 
wenn durch ein schnelles Strömenlassen des Blutes die schon nieder- 
gesunkenen Blutkörperchen vollständig aufgewirbelt worden waren. 
Die Versuche wurden in der Weise ausgeführt, daß die Senkung zunächst 
im langsam strömenden Blute hervorgerufen und registriert wurde, 
dann durch ein kurzes schnelleres Fließen die Blutkörperchen auf- 
gewirbelt und die Blutsäule dann gestoppt wurde. Unter diesen Be- 
dingungen erreicht die Senkungsgeschwindigkeit im gestoppten Blute 
(s. Tabelle IV) fast dieselben Werte, die bei langsamem Fließen des 
Blutes beobachtet werden. 


Diese Erscheinung beansprucht auch in versuchstechnischer 
Hinsicht ein Interesse, da beim Füllen der Senkungsröhrchen eine 
variierende Füllgeschwindigkeit die nachher zu beobachtenden Versuchs- 
resultate beeinflussen kann. Aus diesem Grunde ist es zweckmäßig, 
möglichst gleichmäßig dabei vorzugehen. 


Es wurden nun eine Reihe verschiedener Blutarten, wie normales 
Menschenblut, Schwangerenblut, einige tierische Blutproben (Katzen-, 
Hunde-, Schweineblut usw.) in der im voranstehenden angegebenen Weise 
untersucht; nur bei Hundeblut konnte diese Erscheinung der be- 
schleunigten Senkung durch langsames Strömenlassen des Blutes nicht 
. beobachtet werden. Dies ist nun deshalb bemerkenswert, da in einer 
vorangehenden Mitteilung!) gezeigt werden konnte, daß eben Hunde- 
blut sich auch beim Schütteln des Blutes anders verhält als die anderen 
Blutproben (es zeigt nämlich keine Beschleunigung der Senkung nach 
Schütteln). Wie wir noch an anderer Stelle ausführen werden, bestehen 
aber zwischen der Senkung im geschüttelten und fließenden Blute 
enge Beziehungen. 

Das abweichende Verhalten des Hundeblutes zeigt schon, daß 
das schnellere Sinken der roten Blutkörperchen beim lamgsamen 
Fließen mancher Blutproben nicht eine allgemeine Eigenschaft von 
Suspensionen ist. Das diesbezügliche Verhalten wurde außerdem noch 
an Hefesuspensionen geprüft. 


Bei Hefesuspensionen läßt sich in keiner Weise eine Beeinflussung 
der Senkung durch Strömen der Suspension erzielen, trotzdem Ge- 
schwindigkeit und Richtung des Fließens und Stellung der Senkungs- 
röhren in mannigfacher Weise variiert wurden. Tabelle V führt uns 
einige Beispiele dafür an. 


1) Berczeller und Woastl, diese Zeitschr. 148, 333, 1923. 


Senkung der roten Blutkörperchen im fließenden Blute. 107 


Tabelle V. 
Senkungsversuch mit fließender Hefesuspension (40 Proz. in Aqua dest.). 










































90% aufwärts Zeit 900 abwärts Zeit ||900 stehend (Kontrolle) 
Senkung Fließen in Senkung `. Fließen in Senkung | Fließen 
mm | mm | Mr | mm | mm || Me | mm | mm ` 
5 o l æl s o i als 0 0 
15 0 | 39 15 0 152 | 15 0 0 
25 0 162 | 25 0 200 | 30 Le 0 


Anmerkung: Länge der Flüssigkeitssäule = 128 mm. 










Senkung ` Fließen 
mm mm. 








Zeit ||450 stehend (Kontrolle) 
| in Senkung | Fließen 
| m SCH LZ NK we A ee ` 




















0,5 e | 10 | 30 0 
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55 | 35 | 2 | 65 0 

7 340 | 25 | 90 | 0 

e — (a | 100 0 

| 6 = = | 35 | 110 0 
40 | 13 NEE 2 e: Kl 20 0 


Anmerkung: Länge der Flüssigkeitssäule = 128 mm. 


Im folgenden sollen noch einige spezifische Eigenschaften einiger 
Blutproben, die bei den auf verschiedenste Weise variierten Senkungs- 
versuchen im strömenden Blute beobachtet wurden, Erwähnung finden. 


In Tabelle VI sind mit Katzenblut ausgeführte Versuche angegeben. 


Tabelle VI. 
Katzenblut. 45°. Abwärtsfließen. 
(2mm weite Röhrchen, Messung der Senkungshöhen in Millimetern.) 
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= |22 38 dEIEOE En 2 1883|55] 
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10 | 55 | 5,0111 || 201 025 O © | 10129 2 145| 30 | 7,51,0 7,5 
15 || 62 114 44) 30| 125 10125 15 | 45 |5 | 9,0|| 40 |12,03,85 | 3,9 
20 | 73 |20 | 3,6|| 40| 50 | 2522 20 |8s0 9 | 9,0| 50 || 17,5 5,25 | 3,0 
=] — ` —' — || 50 90 | 5,0/1,8 || 25 , 70 5,4 — || 60 |121,57,5 2,9 
| — | 6140| 7020 1— 1-1 |-> |> 
ur el OR BIT a hal 
— | — — | — 110280 120,014 | —,— |-| —-|- | — 
—  — | — — | 120132,0 |25,01,283| — — | — | — | —;— | — 
sl vg — 5 1180 360 | 36,00 AP -|—į-|— ER 
ES Senkgshöh. b. Fließ. | | sehr langsames | LEER | 2 DS 0 a, | D AN E 

? = senkgshöh. b. Sch) | __Flieen |; 1 1 || | 
TG a o0 ą— — Ne Lamm , 
Läng.d.Blutsäul.: 115 mm; 130mm _ 130 mm i < 126 mm 
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Katzenblut soll deshalb eine besondere Erwähnung finden, weil 
die Zunahme der Senkungsgeschwindigkeit durch Fließenlassen der 
Blutsäule hier im Vergleich mit der stehenden Probe eine besonders 
große ist. Es tritt diese Beschleunigung nicht nur im Versuchsbeginn 
auf, wie bei Pferdeblut (s. Tabellen II und III), sondern erstreckt sich 
über eine längere Zeit. Die Senkungsgeschwindigkeit nimmt also, 
trotzdem das Katzenblut im Stehen viel langsamer sinkt als Pferdeblut, 
durch den Vorgang des Fließens viel mehr zu als beim letzteren. 



































Tabelle VII. 
Weibliches Menschenblut (normal). 45°. Abwärtsfließen. 
Citratblut | Citratblut Citratblut | x u 
S Std. 5 7 Std. E 42 Std. | 
ER nach Weg E | nach Entnahme | E nach Entnahme | 
z. wE epp) Z wS epp | z, wE ep E | Anmerkung 
Si Belg s| Be 52 LS || S| 83 
- A ZS di ZS) Q | - 4.8 Kr Q A a di SZ Q 
SU EG, EN | 2 || Sin E ei gr Ei, Ee 
SES As) N Vë As N |2- As | 
| | | LH be | — u — 
5i 30 =l T ET. TS; sl 2.0 0, 95| 8,0 | 2 mm weite e Röhrchen, Messung 
10|| so 7,0 L 10 10,0, 7,011,4 10 10,5 5,0 01 Ger Seefe 
15 || 13,512,5 1, 12,5! 12,5/1,0 15 || 15,0,12,0 1,3 || - 
20 1701160105120 | 208 1 ‚01.2120 23,0 — = q = EE 
30 || 27,0|27,0|1,03||25 | 25,0| 22,0/1,1 || 25 27,0|22,0 Lä RES 
| '30 210 28.01.1130 32,0.26,0 |12| 





Auch beim menschlichen Blute ist die schnellere Senkung im 
fließenden Blute nachweisbar; es ähnelt insofern dem Pferdeblut, als 
die mittleren Geschwindigkeiten in beiden Fällen zunehmen. 

Beim Schwangerenblute sind die absoluten Differenzen größer als 
beim langsam senkenden männlichen Menschen-Blute, allein die relative 
Zunahme der mittleren Geschwindigkeiten unterscheidet sich nicht: Das 
luetische weibliche Blut, das als Beispiel angeführt ist, zeigt eine noch 
größere Zunahme der Senkungsgeschwäindigkeit mit dem Strömenlassen 
des Blutes, trotzdem esin der Ruhe und an und für sich sich langsamer 
senkt als das Schwangerenblut. Danach sind an einem größeren Material 
in dieser Hinsicht Unterschiede bei verschiedenen pathologischen 
Fällen zu erwarten. 


Mit diesen Versuchen konnte also gezeigt werden, daß die Senkung 
der roten Blutkörperchen sowohl infolge langsamen Fließens der Blut- 
säule, als auch infolge einer vorangegangenen schnelleren Bewegung 
schneller ablaufen kann. Diese Erscheinung läßt sich nicht bei allen 
Blutarten beobachten, obwohl sie in der Mehrzahl der untersuchten 
Fälle festzustellen war. Bei Hefesuspensionen ist sie ebenfalls nicht 
nachweisbar. In früheren Mitteilungen konnten wir zeigen, daß die 
Senkung der roten Blutkörperchen, insbesondere bei schiefer Stellung 
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Senkung der roten Blutkörperchen im fließenden Blute. 
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der Röhren, von solcher Größenordnung ist, daß sie für die Strömung 
des Blutes in den kleinen Gefäßen des tierischen Körpers von Bedeutung 
sein kann. Die vorliegenden Beobachtungen ergänzen diese Ansicht 
insofern, als das langsame Fließen des Blutes nicht aufhebend, sondern 
beschleunigend auf die Senkung einwirkt. 

Die Aufgabe der weiteren Untersuchungen wird es sein, diese 
Erscheinungen quantitativ zu verfolgen. Hierzu ist aber sowohl aus 
methodischen wie theoretischen Gründen eine vorangehende Unter- 
suchung der inneren Reibung der Blutkörperchen untereinander not- 
wendig, die die Versuche mit strömendem Blute wesentlich beeinflußt, 
da beim Niedersinken der roten Blutkörperchen einerseits das Fließen 
der Blutsäule allmählich gehemmt wird und andererseits bei gleicher 
Geschwindigkeit des Fließens die Viskosität der Blutkörperchen als 
variierender Faktor die Senkungsgeschwindigkeit beeinflussen kann. 
In einer kurzen Mitteilung!) haben wir schon auf die Bedeutung dieser 
Eigenschaft für den peripheren Blutkreislauf hingewiesen, es muß 
aber zunächst an größerem Material die Wirksamkeit sowie die Ver- 
änderungen dieses Faktors geprüft werden. 


1) Berczeller und Wastl, Pflügers Arch. 208, 436, 1924. 





Über die Viskosität von Blutkörperchensuspensionen. I. 


Von 


L. Berczeller und H. Wastl. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universität Wien.) 
(Eingegangen am 3. Oktober 1924.) 


Wie wir in vorangehenden Mitteilungen wiederholt zeigen konnten!), 
kommt es bei der Senkung der roten Blutkörperchen zu einer doppel- 
sinnigen Strömung, indem einerseits die roten Blutkörperchen nach 
abwärts, andererseits das Plasma nach aufwärts strömt. Wenn die 
beiden Ströme räumlich möglichst getrennt ablaufen können, wie dies 
bei der Schiefstellung der Röhren der Fall ist, so findet die Trennung 
von Plasma und Blutkörperchen schneller statt. Zu dieser Auffassung 
ist bereits Helmholtz gelangt, wenn auch damals nicht eine mechanische 
Untersuchung, sondern nur die mikroskopische Beobachtung des 
Senkungsvorganges durchgeführt wurde. Dieses separate Strömen von 
Plasma und roten Blutkörperchen spielt vermutlich auch an der Peri- 
pherie des Blutkreislaufs eine Rolle, worauf wir in einer vorangehenden 
Mitteilung?) hingewiesen haben. 

Wenn einmal mikroskopisch eine Trennung von Plasma und wenig 
Plasma enthaltenden roten Blutkörperchen in den kleinen Gefäßen 
des peripheren Kreislaufs beobachtet wurde, so muß die Viskosität 
der einzelnen Bestandteile des Blutes eine wesentliche Rolle für die 
Bewegung spielen und nicht nur die Viskosität des durchgemischten 
Blutes allein. Aus diesen Gründen haben wir Viskositätsbestimmungen 
verschieden konzentrierter Blutkörperchensuspensionen ausgeführt, 
insbesondere solcher Suspensionen, die nahezu kein Plasma mehr 
enthielten. 

Es ist bekannt, daß mit der Zunahme der Zahl der roten Blut- 
körperchen die Viskosität stark ansteigt. Die Untersuchungen wurden 
aber nicht an nur sehr wenig Plasma enthaltenden Suspensionen durch- 


1) Berczeller und Wastl, diese Zeitschr. 140, 368ff., 1923; 142, 524f.; 
148, 236f., 333f., 1924; 145, 82f.; 146, 370f. 
2) Berczeller und Wastl, Pflügers Arch. 208, 436f., 1924. - 
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geführt, obgleich gerade hier die Veränderungen der Viskosität sehr 
große sind. Hier wird die Viskositätsmessung zugleich ein Indikator 
für Veränderungen der roten Blutkörperchen. Da nach den mikro- 
skopischen Bildern des peripheren Kreislaufs die roten Blutkörperchen 
sich in sehr dichter Suspension bewegen, so ist anzunehmen, 
daß geringe Veränderungen der roten Blutkörperchen, wie z. B. 
der Gasgehalt, sehr wesentliche Veränderungen der Viskosität und 
damit der Beweglichkeit hervorrufen können, so daß die Untersuchung 
der Viskosität von Blutkörperchenbreien auch ein direktes physio- 
logisches Interesse bieten kann. 

Die Untersuchungen wurden in der Weise ausgeführt, daß die 
Blutkörperchen scharf abzentrifugiert und das Plasma (Serum) sowie 
die obersten Blutkörperchenschichten abgesaugt wurden (Bestimmung 


der Blutkörperchenkonzentration dieser Breie mit dem Hämatokrit).. 


Diese Blhutkörperchenbreie wurden dann direkt zu viskosimetrischen 
Bestimmungen verwendet bzw. davon verschiedene Verdünnungen 
hergestellt. Die Messung der Viskosität wurde teils mit Ostwaldschen 
Viskosimetern, teils durch Durchfließenlassen von Pipetten unter den 
entsprechenden Vorsichtsmaßregeln bestimmt. Diese Bestimmungs- 
methode ist dazu geeignet, ÖOrientierungsdaten über die hier auf- 
tretenden Größen zu gewinnen. Sie soll aber keineswegs als eine 
„Messung‘‘ betrachtet werden. Einerseits verursacht das bei kolloidalen 
Lösungen beobachtbare schnellere Durchströmen der Flüssigkeit nach 
wiederholtem Durchströmen des Viskosimeters sehr große Verände- 
rungen, je dichter die Blutkörperchensuspensionen sind, andererseits 
können derartige Bestimmungen auch theoretisch nicht als Viskositäts- 
messungen im physikalisch richtigen Sinne betrachtet werden, da 
eine parallele Verschiebung von Flüssigkeitslamellen — wie dies die 
Grundannahme der Viskositätsmessungen ist —, von Grund aus gestört 
erscheint, weil es sich ja bei Blutkörperchenbreien um das Fließen 
einer strukturierten Masse handelt. Allerdings könnten infolge des 
Vorhandenseins so vieler diskreter Teilchen ähnliche, ordnende Momente 
in der Bewegung wirksam sein. Vom physiologischen Standpunkt aus 
sind diese Fragen zunächst gleichgültig; sie würden die Untersuchung 
nur unnötig komplizieren. 

Wie groß der Unterschied in den nacheinander folgenden Werten 
sein kann, zeigen die folgenden Zahlen, welche aus Blutkörperchenbrei 
von Pferdeblut, das mit geringen Mengen Natriumfluorid versetzt worden 
war, gewonnen wurden. Die nacheinander folgenden Ausflußwerte aus 
einer Pipette (2ccm) sind: 2702/,, 162, 148, 133%/,, 139/, Sekunden. 
Wiederholt konnten wir beobachten, daß insbesonders dıe erste Messung 
sehr abweichende (viel höhere) Werte ergibt, während die weiteren 
Messungen nur geringe Abnahmen zeigen, so daß in diesen Fällen der 
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erste Wert, welcher wahrscheinlich 
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Viskosität von Oxalatblut-, Plasma- und Blutkörperchenhrei (mit etwa 2 bis 4 Proz. Plasma). 
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und zeigt auch bei verschiedenen Blutarten viel größere Ver- 
änderungen als das Blut. 

In den meisten Fällen ist die Viskosität der Breie die 3- bis 40fache 
der Blutviskosität, wobei die Mehrzahl der mit Pipetten gemessenen 
Werte zwischen dem 8- bis 30fachen der Werte der Bilutviskosität 
liegen. Doch konnten auch Fälle beobachtet werden, bei denen die 
Viskosität des Blutkörperchenbreies über 100mal größer war als die 
Viskosität des Blutes. Als Beispiel soll ein in Tabelle II angeführtes 
weibliches Schweineblut dienen, in dem die Viskosität des Breies das 
111,6- bis 176,5fache des Blutes betrug. 


Tabelle II. 
Viskosität von Schweineblut (Kastrat). 





` Durcbflußzeit in Sekunden (Pipette) ji 












| . | Quotient SCH 


Plasma ' Blut Brei Brei : Blut Kömerkung 
Citrat- | Oxalat» | Citrate Oxalat:- || Citrat» | Oxalat. Citrat- | Oxalat- 
blut blut n 1 bh blut blut blut blut blut blut 


ou, 21 | ` 1928 ES un 171,4 sin nach Ense 
(Ou, 2) 21 | 3320 ‚3707 176,5 
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Die Messungen wurden teils bald nach der Entnahme, teils 
24 Stunden später ausgeführt. Im Citrat- sowohl als im Oxalatblut 
ist nach 24 Stunden die Viskosität des Breies im Verhältnis zum Blute 
größer geworden; im Citratblut, in dem die zeitliche Veränderung!) 
des Breies eine größere ist, ist auch die Viskosität des Blutes nach 
24 Stunden erhöht. Der Oxalatbrei ist sowohl sofort als nach 24 Stunden 
visköser. 

Wir erwähnen diesen viskösesten Blutkörperchenbrei deshalb, weil 
den Ausgangspunkt dieser Untersuchungen am zweckmäßigsten der 
Vergleich verschiedener Suspensionen, welche geringe Mengen Zusatz- 
flüssigkeiten enthalten, bilden kann. Zu diesem Zwecke haben wir, 
wie auch bei unseren Untersuchungen über die Senkungsgeschwindigkeit 
der roten Blutkörperchen, das Verhalten von Hefesuspensionen geprüft. 
Zu diesen Versuchen ist Hefe deshalb geeignet, weil sie wegen der viel 
regelmäßigeren Form der einzelnen Zellen einen geringeren Widerstand 
gegenüber dem Abfließen bieten müßte als das Blut und nach Größe 
und biologischer Beschaffenheit ein gutes Versuchsobjekt darstellt. 
Es läßt sich aber zeigen, daß Hefe durchaus nicht jene Fließbarkeit 
(reziproke Viskosität) besitzt als Brei von roten Blutkörperchen. 

Es wurden 20g käufliche Hefe in 30 ccm Aqua dest. suspendiert. 
Diese Suspension enthält ungefähr ebensoviel an Volumen der sus- 


1) Berczeller und Wastl, diese Zeitschr. 145, 82—95, 1924. 
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pendierten Teilchen wie Blut. Im Hämatokrit wurde das Volumen 
derselben zu 40 Proz. gefunden. Die Durchflußzeit dieser Suspension 
ergab in einer Pipette 19°/, Sekunden, die eines weiblichen menschlichen 
Blutes 142/, Sekunden und des dazugehörigen Plasmas 91/, Sekunden. 
Wurde nun diese Hefesuspension scharf abzentrifugiert und das oben- 
stehende Wasser abgesaugt, so konnte die Viskosität des Hefebreies 
nicht gemessen werden, da diese Suspension überhaupt nicht fließt. 
Jetzt wurde das Wasser in der Hefesuspension durch das Plasma des 
erwähnten Blutes ersetzt und die Viskosität von Blutkörperchenbrei 
und Hefesuspension in Plasma miteinander verglichen. 

Die Viskosität der mit Serum hergestellten Hefesuspensionen ist 
wesentlich größer als die der entsprechend konzentrierten Blut- 
körperchensuspensionen, und zwar nimmt die Serumwirkung mit der 
Konzentration der suspendierten Teile rapid ab. (In 70proz. Suspension 
ist die Viskosität der Hefesuspension etwa achtmal größer, in 46proz. 
Suspension nur mehr etwa 2,8mal größer als in den entsprechenden 
Blutkörperchensuspensionen.) 


Tabelle III. 


Weibliches Menschenblut (defibriniert) und Hefesuspension. 
Durchflußzeit in Sekunden. 
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Hämato» | | Hämato» 

| Pipette krit f Pipette krit 
. D Proz. ES | _ Proz. 

hi ` el = IER l 
Serum | 91, Se | Wasser 7 6*, — 
Blut (etwa 2 Std. || 14°, 43 20g Hefe + 30 ccm | 19°", 46 
nach Entnahme) | 14% 44 | Aqua dest. | 19%, , 46 
Brei aus Blutkörper- | 95 95 | Brei a. d. vorstehen- | ar 97 
chen 4 | 95 || den Hefesuspension | Mehr 97 
S Teile Brei || 29 70 | 8 Teile Hefebrei | 233 72 
+ 2 Teile Serum | 29 69 | + 2 Teile Serum 231 73 
6 Teile Brei |18? | 55 | 6 Teile Hefebrei | 54%, | 46 
+ 4 Teile Serum | 18°], 54 | + 4 Teile Serum | 533, 46 





Obwohl sich das Blut (und Serum) in den Viskositätswerten sehr 
von dem in Tabelle III angeführten Menschenblut unterscheidet, so 
sind die Verhältniszahlen der Viskositäten entsprechend konzen- 
trierter Suspensionen nicht wesentlich verschoben, denn bei der 70proz. 
Suspension ergibt sich dafür 5,4, bei der 40proz. 1,8. Wenn also in 
diesem Falle die Verhältniszahlen, absolut genommen, geringere sind, 
so ist doch ihre Abnahme fast gleich groß. Es bleibt die Aufgabe der 
weiteren Untersuchungen, das Verhalten verschiedener Seren und 
Plasmen zu vergleichen. Jedenfalls zeigt es sich, daß sich Serum Hefe- 
zellen gegenüber ganz anders verhält als Blutkörperchen gegenüber. 


Së 
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Tabelle IV. 


Defibriniertes Hammelblut; Hefe. 
Durchflußzeit in Sekunden. 





En m 


























Pi Dos: l | Pi 
pette it | Pipette 
Se E ee 
Serum 107) Sh Gëss Aqua dest. 6%, 7 
10°, 
Blut 19%,' 42  40proz. Hefesuspension 19%, 
, Jä 43 ` in Aqua dest. | 191, 
Brei | 154 | 100 ' Brei aus vorstehender fließt 
11628, | 99 | Hefesuspension nicht 
8 Teile Brei + 2 Teile | 49 8 Teile Brei + 2 Teile | 258%/, 
Serum 471, Serum 257%, 
6 Teile Brei + 4 Teile | 27 EE | 6 Teile Brei + 4 Teile 47 
Serum | 26%, . | Serum 47°:, 
Tabelle V. 
Pipette (2ccm). Abflußzeit in Sekunden. 
20g Hefe + | 2 20g Hefe + 
Beem Aqua dest. | lebe nicht 12 ccm Aqua dest. | 293 
20g Hefe + , Nach 21, Std. ?/5 20 g Hefe + 
6ccm Aqua dest. | eye 15 cem Aqua dest. | Ms 
20g Hefe + š 20 g Hefe + 
7 cem Aqua dest. ' Ge 20 ccm Aqua dest. £ 
| 
20 g Hefe + | 20 g Hefe + 
| Gen 30 ccm Aqua dest. | 181/5 18%, 


10Ocom Aqua dest. 

*) Nach 5 Std. derselbe Zustand. 

Aus Tabelle V ist ersichtlich, daß die Viskosität mit Wasserzusatz 
sehr rasch abnimmt. Mit Zusatz von 5ccm Wasser zu 20 g Hefe fließt 
dieselbe noch nicht, Hinzufügen von l ccm (4 Proz.) macht die Sus- 
pension schon fließbar, obwohl sie auch innerhalb 5 Stunden nicht 
vollständig aus der schon früher benutzten Pipette abfließt, weitere 1 ccm 
drücken die Ausflußzeit auf 1%, Stunden und insgesamt 10 ccm Zusatz, 
also 50 Proz. der verwendeten Hefemenge, auf 9 Minuten hinunter. 
Vergleichen wir dieses Verhalten mit dem in Tabelle II angegebenen 
Schweineblut, so ist die Abnahme der Fließbarkeit bei der Hefe (auch 
trotzdem diese in Wasser suspendiert ist) eine viel größere und rapidere. 
Die Blutkörperchensuspensionen besitzen also eine ausgesprochene Fließ- 
barkeit gegenüber Hefesuspensionen, so daß also das Blut sehr zweck- 
mäßig dazu eingerichtet ist, leicht zu fließen. Auch wenn durch Ein- 
dickung des Blutes seine Viskosität stark steigt, so ist diese Zunahme 
bei weitem nicht so rapid wie bei Hefesuspensionen. Außerdem konnte 
auch nachgewiesen werden, daß die roten Blutkörperchen in Serum 
eine viel geringere Viskosität besitzen als Hefezellen in Serum. 
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In den folgenden Versuchen wurde die Viskosität auch solcher 
Blutkörperchenbreie bestimmt, die mit CO, bzw. O, gesättigt worden 
waren, da eine Veränderung des Gasgehaltes des Blutes die Resultate 
der Messung beeinflussen kann. Aus der Blutviskosimetrie ist bekannt, 
daß O,-Sättigung die Viskosität erniedrigt, CO,-Sättigung dagegen 
sie erhöht. 

Tabelle VI. 
Weibliches Menschenblut. Pipette. Durch Flußzeit in Sekunden. 
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Die durch Sättigung mit CO, bzw. O, beobachtbare Veränderung 
der Viskosität ist am Blutkörperchenbrei viel besser nachweisbar. 
Da CO, auch am Brei eine Zunahme der Viskosität bedingt, so ist es 
nicht wahrscheinlich, daß die Zunahme des Blutkörperchenvolumens 
unter CO,-Wirkung diese Erscheinung hervorruft. 

Außer Citratblut ist nun ganz konstant bei Oxalat- bzw. defi- 
briniertem Blute eine starke Zunahme der Viskosität durch CO,-Durch- 
leitung sowohl gegenüber dem venösen wie O,-gesättigten Blute nach- 
weisbar. 

Beim Schweineblut und auch im menschlichen Blute bedingt 
CO,-Sättigung bei Citratblut eine ausgesprochene Erniedrigung der 
Viskosität, in allen übrigen Blutarten wird die Viskosität des Breies 
durch CO, stark erhöht unter Umständen (fast 100 Proz.). 


Aus diesem Grunde ist es zweckmäßig, den Gasgehalt des Blut- 
körperchenbreies in diesen Viskositätsbestimmungen konstant zu er- 
halten. Die Veränderung der Viskosität des Breies durch CO, ist viel 
größer als die von Blut und muß nicht immer mit der letzteren parallel 
gehen. Dies kann damit erklärt werden, daß im Blute die Volum- 
zunahme der roten Blutkörperchen durch CO, eine Zunahme der 
Viskosität verursachen muß, die aber unter Umständen von der Ab- 
nahme der Viskosität des Breies überkompensiert werden kann. Damit 
stimmt auch überein, daß bei geringer Abnahme der Citratbreiviskosität 
die Blutviskosität durch CO,-Sättigung erhöht ist (Tabelle VII, 
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Tabelle VII. 


Wirkung von O, und CO, auf die Viskosität von Blutkörperchenbreien. 
Durchflußzeit in Sekunden. Pipette (2ccm). 
































Zeit nach 
E | ar | E 
Stunden BM E ENEE 
| 
| Citratblut 2 | Blut 19 | 19%, | 17%, 
| e 2 : Brei | 125 | 131 226 
Pferd. ui = 24 Brei | 134 . 132 160 
| Defibriniertes Blut 4 | Blut 20 ' 19, 21 
| g , | 2% | Brei | 184 | 202 | 324°), 
| Citratblut 5 Blut 20°, 182, 
| a 5 | Brei 140 | 119 
| Oxalblut 5 Blut ` 162), : 18%, 
$ 5 5 Brei | 181 : 218 
Defibriniertes Blut ` 5 Blut 17 19 
| z 5 5 Brei ` 69 95 
‚Zusatz v. melanins. Na 5 Blut 16%), | 20 
. ae 5 Brei | 150 207 
Schwein] Citratblut  %4 | Blut 20%, 18 
i 24 | Brei 170 164 
Oxalatblut 24 Blut UL IP; 
S 24 Brei ı 166 : 360 
` Defibriniertes But ` 2% But ' 16 . 19%; 
| 24 Brei 104 `, 13821, 
| Melaninsaures Natrium | 24 Blut 17 19°], 
a 24 Brei 196 510 
Citratblut ı 244 | Blut 21%), | 25 
» | 24 | Brei ı 155 145 
Oxslatblut | 24 Blut | 36 2031, 
| 24 ‚, Brei 184 238 
Mensch | Defibriniertes Blut | 24 `, Blut 29 40 
| | 24 Brei ' 222 255 
Melaninsaures Natrium 24 Blut ` 36 47 
| | 24 ı Brei ` 220 254 
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Menschenblut), dagegen bei starker Abnahme der Citratbreiviskosität 
(Tabelle VII, Schweineblut) die Blutviskosität ebenfalls abnimmt. 


Die Veränderungen der Blut- und Blutkörperchenbreiviskosität 
gehen also mit einer gewissen Regelmäßigkeit miteinander parallel, 
wenn auch keine konstante Gesetzmäßigkeit sogar bei derselben Blut- 
probe, die mit verschiedenen gerinnungshemmenden Zusätzen behandelt 
wurde, zu beobachten ist (s. das fast regelmäßige Herausfallen der mit 
Citrat versetzten Blutproben). 

Der Gasgehalt der Blutkörperchensuspensionen hat eine um so 
größere Einwirkung auf deren Viskosität, je dichter diese Suspensionen 
sind. 

Wenn auch derartige Viskositätsbestimmungen am Blutkörperchen- 
brei im physikalischen Sinne nicht gut charakterisiert sind, so haben 
sie doch vom physiologischen Standpunkt eine doppelte Bedeutung: 
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1. sind ihre Werte für die Bewegung des Blutes in der Peripherie der 
Blutbahn viel mehr maßgebend als die Blutviskositätswerte, 2. zeigen 
sie Veränderungen der Blutkörperchen an, die an der Viskosität des 
Blutes nicht in dem Maße zum Ausdruck kommen; sie sind daher dazu 
geeignet, diese Veränderungen zu untersuchen. 

Zugleich ließ sich mit Hilfe von Messungen der Viskosität an 
dichten Suspensionen von Hefezellen und Blutkörperchen zeigen, daß 
die letzteren eine viel größere Fließbarkeit besitzen, wodurch sie ihrer 
physiologischen Aufgabe besser entsprechen können. 

Dieser Unterschied ist jedenfalls an die Struktur der Zellen ge- 
bunden, und so eignet sich die Untersuchung der Viskosität möglichst 
ohne interzelluläre Flüssigkeit hergestellter Zellbreie zu ihrer physi- 
kalisch-chemischen Untersuchung, wozu in der angeführten Weise 
hergestellte Hefe- bzw. Blutkörperchensuspensionen wegen der mög- 
lichsten Ausschaltung des Zusammenklebens der einzelnen Zellen 
geeignet sind. 


Theoretische Stöchiometrie der Raumerfüllung 
und der intermolekularen Kräfte, der Viskosität und der 
Ionenbeweglichkeit flüssiger organischer Verbindungen. 


Von 
Edgar Wöhlisch. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universität Würzburg.) 
(Eingegangen am 6. Oktober 1924.) 


Das Studium der Beziehungen zwischen den physikalischen Eigen- 
schaften und der chemischen Konstitution organischer Verbindungen 
hat eine große Zahl von Regeln zutage gefördert, über die man sich 
am besten aus den Büchern von Smiles-Herzog!) und von H. Kauffmann?) 
unterrichten kann. Von einem wirklichen Verständnis dieser Gesetz- 
mäßigkeiten, d. h. von einer Unterordnung derselben unter theoretisch- 
physikalische Gesichtspunkte, sind wir jedoch vorläufig in den meisten 
Fällen noch recht weit entfernt. Es soll nun im folgenden kurz über 
einen Versuch berichtet werden, ein gewisses Teilgebiet des gesamten 
Fragenkomplexes der Stöchiometrie flüssiger organischer Verbindungen 
durch Anwendung der Anschauungen der kinetischen Gastheorie einer 
Klärung zuzuführen. Die ausführliche Veröffentlichung erfolgt in 
mehreren Mitteilungen an anderem Orte. Einen kleinen Teil meiner 
Ergebnisse enthält eine vorläufige Mitteilung in der Zeitschrift für 
Elektrochemie 1921, S. 295. 


1. Raumerfüllung und intermolekulare Kräfte. 


Nach der Auffassung der kinetischen Theorie setzt sich der Raum, 
den ein Mol einer Flüssigkeit einnimmt, ihr molekulares Gesamtvolumen V, 
zusammen aus dem von den Molekülen wirklich erfüllten Raum — 
dem molekularen Eigenvolumen D — und dem den Molekülen für ihre 
Bewegung zur Verfügung stehenden Raum, den wir als intermolekulares 
Volumen J = V — ® bezeichnen wollen. Das Verhältnis zwischen 


1) Smiles und Herzog, Chem. Konstitution u. physikal. Eigenschaften. 
Dresden und Leipzig 1914. 

2) H. Kauffmann, Beziehungen zwischen physikal. Eigenschaften u. 
chem. Konstitution. Stuttgart 1920. 
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dem molekularen Eigenvolumen einer Verbindung und ihrem mole- 
kularen Gesamtvolumen bezeichnen wir mit R. Lorenz als die Raum- 
erfüllungszahl d = JV. 

Über die zum Teil sehr komplizierten Regeln, die das auf konstante 


Temperatur bezogene molekulare Gesamtvolumen — also die Größe 
Ru = e d. h. der Quotient aus Molekulargewicht M und Dichte d 


bei der Temperatur t — befolgt, sind wir vor allem durch die neueren 
Untersuchungen H. Kauffmanns gut unterrichtet. So gut wie nichts 
dagegen wußte man über die Strukturabhängigkeit des molekularen 
Eigenvolumens, des intermolekularen Volumens und der Raumerfüllungs- 
zahl. Unsere Kenntnisse in dieser Richtung zu erweitern, war eins 
der Ziele meiner Untersuchung. 

Wie vor allem H. Kauffmann betont, bestehen Beziehungen des 
molekularen Gesamtvolumens zum Siedepunkt der Verbindungen, 
derart, daß von zwei isomeren Verbindungen die mit größerem Gesamt- 
volumen den niedrigeren Siedepunkt aufweist und umgekehrt. Es 
gibt indes nicht wenige sichere Ausnahmen von der Kauffmannschen 
Vohım-Siedepunktsregel, ohne daß man diese bisher hätte deuten können. 
Wichtig ist ferner, daß die Abhängigkeit des Siedepunktes von der 
Struktur weit einfachere Regeln befolgt, als sie für das Gesamtvolumen 
gelten. Wie mir schien, waren hier die folgenden Überlegungen nahe- 
liegend: 

Die Höhe des Siedepunktes ist bei Isomeren als ein Maß für die 
Größe der intermolekularen Attraktionskräfte, also derjenigen Kräfte, 
die das Intermolekularvolumen zu verkleinern trachten, anzusehen. 
Der Theorie nach sollte also dem höheren Siedepunkt das kleinere 
Intermolekularvolumen entsprechen. Mit dem Intermolekularvolumen 
braucht jedoch das molekulare Gesamtvolumen durchaus nicht parallel 
zu gehen, da eine Verkleinerung des Intermolekularvolumens durch 
eine gleichzeitige Vergrößerung des molekularen Eigenvolumens über- 
kompensiert sein könnte. Die Ausnahmen von der Kauffmannschen 
Volum-Siedepunktsregel bedeuten also keineswegs einen Verstoß gegen 
irgendwelche physikalischen Prinzipien. Die Beziehungen zwischen 
den verschiedenen Volumgrößen und den am Siedepunkt gemessenen 
intermolekularen Kräften klarzulegen, war ein weiteres Ziel der Unter- 
suchung. 

Endlich stehen die Viskosität und die Ionenbeweglichkeit in Be- 
ziehung zu den Problemen der Raumerfüllung, worauf weiter unten 
noch einzugehen sein wird. 

Die zentrale Frage war die nach der Strukturabhängigkeit des 
molekularen Eigenvolumens, da sich aus diesem in Verbindung mit 
dem bekannten Gesamtvolumen das Intermolekularvolumen und die 
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Raumerfüllungszahl berechnen lassen. Zur Ermittlung des Eigen- 
volumens stehen nun die folgenden Wege zur Verfügung. 


In der berühmten van der Waalsschen Gleichung 
a 
(P+ lift NM RT 


hat die Volumkorrektionskonstante b die Bedeutung des vierfachen 
Eigenvolumens ®. Dieses berechnet sich nach van der Waals aus der 
kritischen Temperatur T}, dem kritischen Druck p und der Gas- 
konstante R zu 


Ein relatives Maß des Eigenvolumens soll nach der van der Waals- 

schen Theorie der übereinstimmenden Zustände das aus der kritischen 
M 

Dichte dą zu ermittelnde kritische Volumeu V, = FR und das aus der 
k 


M 
Siedepunktsdichte zu berechnende Siedepunktsvolumen Vs = 2 ab 
5 


geben, da diese Größen der Theorie nach dem Eigenvolumen direkt 
proportional sind. 

Aus der inneren Reibung n der Substanzen im Dampfzustande 
kann man nach Clausius und Maxwell das molekulare Eigenvolumen 
bzw. den Querschnitt Q; der in 1 eem bei der Temperatur € und 1 Atm. 
Druck enthaltenen Moleküle berechnen zu: 


_ 131 0,31.8.1013250 
E 4n Va Nt -Ct 
Hier bedeutet e die mittlere molekulare Geschwindigkeit, die man 
aus der absoluten Temperatur 7, der Gaskonstante R und dem Mok- 
kulargewicht berechnen kann nach der Formel: 
4/8 RT 
a= Ya A 
Ein weiteres Maß für das Eigenvolumen soll nach der Theorie 


von Clausius und Mossotti die Molekularrefraktion abgeben, also die 
Größe 


Qı 





wo n den Brechungsindex der betreffenden Substanz bedeutet. 


Schließlich soll man nach Lord Kelvin auch aus der Oberflächen- 
spannung y, der Verdampfungswärme L und dem Gesamtvolumen F 
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Schlüsse auf die Dimensionen des Moleküls ziehen können. Dieser 
Forscher findet für den Molekulardurchmesser go: 

— 2y 7 

= 7 

Die Frage, wieweit zwischen diesen so verschiedenen von der 
Theorie für das Eigenvolumen gelieferten Größen bezüglich ihrer Ab- 
hängigkeit von der Struktur des Moleküls Übereinstimmung herrsche, 
war natürlich ein Problem für sich. 

Die an dem in der Literatur niedergelegten Zahlenmaterial durch- 
geführte Untersuchung zeitigte bisher die folgenden Ergebnisse: 

Die van der Waalssche Größe ® und die nach Clausius- Maxwell 
berechneten MolekularquerschnitteQ weisen tatsächlich eine gleich- 
sinnige Abhängigkeit von der Struktur des Moleküls auf. Ihnen schließt 
sich meist das kritische Volumen Hr an, jedoch scheint diese Größe 
bereits weniger zuverlässig zu sein als die beiden erstgenannten. Das 
Siedepunktsvolumen Vs läßt nur in einigen Fällen, deren Erörterung 
über den dieser Arbeit gesteckten Rahmen hinausgehen würde, sichere 
Schlüsse auf die Strukturabhängigkeit des molekularen Eigenvolumens 
zu. Die Molekularrefraktion ist gegen konstitutive Einflüsse im Ver- 
gleich zu den vorgenannten Größen sehr unempfindlich und erweist 
sich daher als für die weiteren Zwecke unserer Untersuchung ungeeignet. 
Die nach Lord Kelvin berechneten Moleküldurchmesser, die ich einer 
Arbeit von W. Herz!) entnahm, setzen sich, was ihre Konstitutions- 
abhängigkeit anbelangt, in Gegensatz zu dem Verhalten der Größen ® 
und Q und dürften daher das wirkliche Verhalten der Eigenvolumina 
kaum richtig wiedergeben. 

Legt man den so gewonnenen Maßstab für die Brauchbarkeit 
der verschiedenen Größen der weiteren Untersuchung zugrunde, so 
erhält man folgende Ergebnisse: 

l. Die Säuren haben größeres Eigenvolumen als die isomeren 
Ester, obwohl sie ein kleineres Gesamtvolumen aufweisen. 

2. In formaler Analogie zum Verhalten des vorstehenden Isomerie- 
falles haben die Alkohole wahrscheinlich ein größeres Eigenvolumen 
als die isomeren Äther, während auch sie ein kleineres Gesamtvolumen 
aufweisen als diese. Der Unterschied der Eigenvolumina der beiden 
Isomeren ist in diesem Falle jedoch weit kleiner als in dem Falle Säure — 
Ester. 

3. Die Häufung von Methylgruppen oder Cl-Atomen an einem 
C-Atom bewirkt eine Verkleinerung des Eigenvolumens, während diese 
Einflüsse beim Gesamtvolumen nach H. Kauffmann eine von diesem 
Forscher als ‚„Eurogenie‘“ bezeichnete Vergrößerung hervorrufen. 


1) W. Herz, Zeitschr. f. Elektrochem. 21, 373, 1915. 


124 E. Wöhlisch: 


Wie aus 1. bis 3. ersichtlich, verhalten sich also molekulares Eigen- 
volumen und Gesamtvolumen in ihrer Konstitutionsabhängigkeit 
einander häufig genau entgegengesetzt. 

4. In den Fällen, wo einer Erhöhung des Siedepunktes eine Ver- 
kleinerung des Gesamtvolumens entspricht, gilt das gleiche auch für 
das intermolekulare Volumen, wie aus theoretischen Gründen auch 
zu erwarten war. Gesamtvolumen und Intermolekularvolumen weisen 
dagegen entgegengesetzte Konstitutionsabhängigkeit auf, wenn Siede- 
punkt und Gesamtvolumen parallel gehen. Auch dies Verhalten ist 
eine Bestätigung theoretischer Anschauungen. Die von Kauffmann 
erwähnten Ausnahmen von der Volum-Siedepunktsregel dürften j.tzt 
folgendermaßen eine befriedigende Deutung erfahren: Das wahre Wesen 
der Kauffmannschen ‚„Eurogenie“ ist nicht eigentlich die Dehnung des 
Gesamtvolumens, sondern die des Intermolekularvolumens. Die Regeln 
für das Intermolekularvolumen sind die allgemeineren und einfacheren. 
Sie haben wahrscheinlich denselben übersichtlichen Charakter wie die 
Siedepunktsregelmäßigkeiten. Die Kompliziertheit der Regeln für das 
molekulare Gesamtvolumen erklärt sich durch die Interferenz der Struktur- 
einflüsse auf das molekulare Eigenvolumen und das Intermolekular- 
volumen. 

5. Die höher siedende Verbindung hat stets die größere Raum- 
erfüllungszahl als das niedriger siedende Isomer. In homologen Reihen 
steigt die — auf konstante Temperatur bezogene — Raumerfüllungs- 
zahl an. 

Die Tabelle I diene vor allem zur Erläuterung des unter 4. Gesagten. 


Tabelle I. 

u A l i = ee R Tk Zë a 
Substanz Struktur Sp. Yo y S ’ k (E= a, — |J= Vo - PP Vasen 
| | 32 p | Fe 

u Tee rn aa a er = ee l Ss — = TS s k Venen REIN: 
neHexan . . || CH3.(CH2)4.CH3 68° 127,21140,2 367,5 
CHa >CH.CH<EH :58°,126,7]137,51357,3 














84.2 0,338 





Disi-propyl 40,8 85,9 0,322 








Das Di-i-propyl macht, wie die Rubrik V, zeigt, eine Ausnahme 
von der Kauffmannschen Regel, daß Methylhäufung auf das Gesamt- 
volumen vergrößernd — eurogen — wiıkt. Es hat ferner trotz niedrigeren 
Siedepunktes das kleinere Gesamtvolumen. Der Körper fügt sich 
dagegen meiner Regel, daß Methylhäufung stets das molekulare Eigen- 
volumen verkleinert, das intermolekulare Volumen vergrößert und dem- 
gemäß die Raumerfüllungszahl verkleinert. 

Die durch die Untersuchungen Kopps aufgeworfene alte Streit- 
frage, ob die Siedepunkte oder konstante Temperaturen für eine Ver- 
gleichung der Volumdaten geeigneter seien, möchte ich dahin beant- 
worten, daß eine rationelle, d. h. von theoretischen Gesichtspunkten 
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geleitete Erforschung der Volumbeziehungen nur durch Bestimmung 
der auf konstante Temperatur bezogenen Gesamtvolumina und der 
Eigenvolumina möglich ist. Das Siedepunktsvolumen kann in einigen 
Fällen wertvolle Hinweise geben, in den meisten Fällen ist es dagegen 
entbehrlich. Es nimmt seinem Charakter nach eine Mittelstellung 
zwischen Eigenvolumen und Gesamtvolumen ein. In den Fällen, 
wo das Siedepunktsvolumen das dem Gesamtvolumen entgegen- 
gesetzte Verhalten des Eigenvolumens nicht richtig wiedergibt, deutet 
es meist durch seine ‚Inversionstendenz‘‘ den Sinn der Struktur- 
abhängigkeit des Eigenvolumens wenigstens an. 


2. Stöchiometrie der Viskosität. 


Meinen Untersuchungen über die Stöchiometrie der Viskosität. 
organischer Flüssigkeiten legte ich die kinetische Theorie der inneren 
Reibung ‚idealer Flüssigkeiten“ von @. Jäger!) zugrunde. Dieser 
Forscher findet für den Reibungskoeffizienten y den Wert: 


wo P den inneren Druck, ọ den Moleküldurchmesser, c die mittlere 
molekulare Geschwindigkeit bedeutet. Diese Formel läßt sich für 


unsere Zwecke umformen in: 
oRT 


Kë 2c(V— b)’ 
wo b dem molekularen Eigenvolumen proportional ist, V — b also 
dem Intermolekularvolumen parallel gehen muß. Wir übersehen durch 
diese Umformung am besten die Beziehungen der inneren Reibung 
zur Raumerfüllung. 

Die Jägersche Theorie erklärt zunächst leicht die folgenden über 
die Viskosität organischer Flüssigkeiten erhobenen Befunde: 

1. Von zwei Isomeren hat das mit höherem Siedepunkt fast stets 
den größeren n-Wert, denn es hat das größere Molekül und das kleinere 
Intermolekularvolumen. 

2. Beim Aufsteigen in homologen Reihen steigt die innere Reibung, 
auch wenn die Dichte abnimmt. Der Grund ist die Zunahme von ọ 
und die Abnahme von c. 

Die Jägersche Theorie gibt uns aber, wie mir scheint, auch die 
Möglichkeit, einige bisher ganz unverständliche Ausnahmen von den 
allgemeinen Regeln zu deuten. Es handelt sich um die Alkohole, also 
um nichts weniger als ‚ideale Flüssigkeiten“, da man weiß, daß diese 


1) G. Jäger, Die Fortschritte der kinetischen Gastheorie. Braunschweig 
1906; Wien. Ber. Ila, 111, 697, 1902. 
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Körperklasse eine erhebliche Assoziation aufweist, was besagen will, 
daß die Moleküle hier zu mehr oder minder großen Molekülkomplexen 
vereinigt sind. Bei den Alkoholen bewirkt nämlich, wie dies die 
Tabelle II zeigt, unterhalb einer gewissen Temperatur die Verzweigung 
der Kohlenstoffkette im Gegensatz zu dem Verhalten aller anderen 
darauf untersuchten Körper einen Anstieg der inneren Reibung, obwohl 
sich die Alkohole bezüglich der Siedepunktsregelmäßigkeiten normal 
verhalten, und auch die Volumdaten ganz den allgemeinen Regeln 
folgen, da der verzweigtere Körper das größere Gesamtvolumen und, 
wie man an den beiden Propylalkoholen zeigen kann, das kleinere 
Eigenvolumen aufweist. Offenbar ist, wie schon H. Kauffmann betont, 
die Assoziation die Ursache für die Abnormität. Jedoch führt die 
Anwendung der bisherigen Anschauungen über die Beziehungen zwischen 
Assoziation, Dichte und innerer Reibung nur zu Widersprüchen, da 
eine Assoziation sowohl die Dichte wie die innere Reibung erhöhen 
soll (vgl. hierzu das erwähnte Kauffmannsche Buch). Wir finden aber 
unterhalb einer bestimmten Temperatur die höhere innere Reibung 
gerade bei dem Körper mit kleinerer Dichte. Daß dieses merkwürdige 
Verhalten oberhalb der erwähnten Temperatur dem normalen Verhalten 
Platz macht, darf uns nicht darüber täuschen, daß hier eine der Er- 
klärung bedürftige Abnormität vorliegt, die noch dadurch besonders 
auffallend wird, daß sich die ebenfalls assoziierte Klasse der Säuren 
bei allen Temperaturen normal verhält. 


























Tabelle II. 
u me ae ein 
en | | 0,02608 (25°) | 
y CH,.(CH,),.CH,OH ! 117° |— 80°| 0,007 66 (80°) ' 91,6 
alkohol | | 0,005 40 (100°) 
| | 0,033 85 (25°) 
he ‚ CH CH.CH,OH 107° | — ' 0,00783 (80°) ı 92,4 
al ohol i CH, . 0,005 97 (100°) | 
Tert. Butyl- | CHN 0,047 44 (25°) | 
° 0 d ’ 
alkohol | 0m 1 (99000808 md 9 


Der folgende Erklärungsversuch scheint mir der gangbarste zu sein: 
Ich möchte die Assoziation als bedingt durch eine Unvollkommenbeit 
des Schmelzprozesses betrachten, derzufolge die Moleküle teilweise 
noch wie im festen Zustande in mehr oder minder großen Komplexen 
zusammenhängen. Das Volumen eines Molekülkomplexee muß nun 
wesentlich größer sein als die Summe der Einzelvolumina der den Komplex 
zusammenselzenden Moleküle. Denn die Moleküle berühren einander 
auch im festen Zustande nicht ohne Zwischenraum. Der zwischen 
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den Molekülen eines Komplexes liegende Raum aber gehört natürlich 
im Sinne der kinetischen Gastheorie mit zum Volumen des Komplexes, 
der gewissermaßen ein großes Molekül vorstellt. Die Assoziation bewirkt 
deshalb eine scheinbare Vergrößerung des molekularen Eigenvolumens 
und eine entsprechende Abnahme des intermolekularen Volumens, zwei 
Umstände, die nach der umgeformten Jägerschen Gleichung zu einer 
Erhöhung der inneren Reibung führen. Eine nähere Überlegung zeigt 
nun weiterhin, daß bei gleichem Assoziationsgrad die scheinbare Zu- 
nahme des molekularen Eigenvolumens um so größer sein muß, je 
geringer die Dichte des betreffenden Körpers ist. Der Assoziationsgrad 
selbst aber muß um so größer sein, je weniger die Beobachtungs- 
temperatur von dem Schmelzpunkt der Substanz entfernt ist, denn 
mit steigender Temperatur nimmt die Assoziation ab. Hiernach müßte 
der tertiäre Butylalkohol, der erst bei +25° schmilzt (Rubrik F der 
Tabelle II) am stärksten assoziiert sein, entsprechend weniger der 
sekundäre und primäre. Wegen seiner geringen Dichte muß außerdem 
der tertiäre Alkohol die stärkste scheinbare Zunahme des molekularen 
Eigenvolumens infolge der Assoziation erfahren, danach in absteigender 
Reihenfolge der sekundäre und der primäre Alkohol. Das an der Visko- 
sität der isomeren Alkohole zu beobachtende Verhalten wird hierdurch 
gemäß der Jägerschen Theorie vollständig verständlich; auch die 
Umkehr der Beziehungen durch Temperaturerhöhung muß wegen der 
allmählich schwindenden Assoziation eintreten. Das bezüglich der 
Viskositätsbeziehungen normale Verhalten der ebenfalls assoziierten 
Säuren wird endlich durch die merkwürdige Tatsache erklärt, daß bei 
dieser Körperklasse die Verzweigung der Kohlenstoffkette auf den 
Schmelzpunkt gerade den entgegengesetzten Einfluß hat wie bei den 
Alkoholen. 


8. Stöchiometrie der Ionenbeweglichkeit. 


Von R. Lorenz!) sind aus der Ionenbeweglichkeit die Eigen- 
volumina organischer Ionen berechnet worden vermittelst der von ihm 
für diesen Zweck umgeformten Stokes-Einsteinschen Gleichung 


> ). 
Ha 
in der u, die empirisch ermittelte Ionenbeweglichkeit bei 25° C bedeutet. 
Voraussetzung für die Gültigkeit der Gleichung ist, daß die Ionen 
das Stokessche Gesetz befolgen, nach welchem die Reibung, die ein 
kugelförmiger Körper in einer Flüssigkeit erleidet, seiner Oberfläche 
direkt pioportional ist. R. Lorenz zeigte, daß derartig berechnete 
Volumina organischer Kationen in homologen Reihen tatsächlich den 





1) R. Lorenz, Raumerfüllung und Ionenbeweglichkeit. Leipzig 1922. 
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Körperklasse eine erhebliche Assoziation aufweist, was besagen will, 
daß die Moleküle hier zu mehr oder minder großen Molekülkomplexen 
vereinigt sind. Bei den Alkoholen bewirkt nämlich, wie dies die 
Tabelle II zeigt, unterhalb einer gewissen Temperatur die Verzweigung 
der Kohlenstoffkette im Gegensatz zu dem Verhalten aller anderen 
darauf untersuchten Körper einen Anstieg der inneren Reibung, obwohl 
sich die Alkohole bezüglich der Siedepunktsregelmäßigkeiten normal 
verhalten, und auch die Volumdaten ganz den allgemeinen Regeln 
folgen, da der verzweigtere Körper das größere Gesamtvolumen und, 
wie man an den beiden Propylalkoholen zeigen kann, das kleinere 
Eigenvolumen aufweist. Offenbar ist, wie schon H. Kauffmann betont, 
die Assoziation die Ursache für die Abnormität. Jedoch führt die 
Anwendung der bisherigen Anschauungen über die Beziehungen zwischen 
Assoziation, Dichte und innerer Reibung nur zu Widersprüchen, da 
eine Assoziation sowohl die Dichte wie die innere Reibung erhöhen 
soll (vgl. hierzu das erwähnte Kauffmannsche Buch). Wir finden aber 
unterhalb einer bestimmten Temperatur die höhere innere Reibung 
gerade bei dem Körper mit kleinerer Dichte. Daß dieses merkwürdige 
Verhalten oberhalb der erwähnten Temperatur dem normalen Verhalten 
Platz macht, darf uns nicht darüber täuschen, daß hier eine der Er- 
klärung bedürftige Abnormität vorliegt, die noch dadurch besonders 
auffallend wird, daß sich die ebenfalls assoziierte Klasse der Säuren 
bei allen Temperaturen normal verhält. 
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Der folgende Erklärungsversuch scheint mir der gangbarste zu sein: 
Ich möchte die Assoziation als bedingt durch eine Unvollkommenbeit 
des Schmelzprozesses betrachten, derzufolge die Moleküle teilweise 
noch wie im festen Zustande in mehr oder minder großen Komplexen 
zusammenhängen. Das Volumen eines Molekülkomplexes muß nun 
wesentlich größer sein als die Summe der Einzelvolumina der den Komplex 
zusammenselzenden Moleküle. Denn die Moleküle berühren einander 
auch im festen Zustande nicht ohne Zwischenraum. Der zwischen 
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den Molekülen eines Komplexes liegende Raum aber gehört natürlich 
im Sinne der kinetischen Gastheorie mit zum Volumen des Komplexes, 
der gewissermaßen ein großes Molekül vorstellt. Die Assoziation bewirkt 
deshalb eine scheinbare Vergrößerung des molekularen Eigenvolumens 
und eine entsprechende Abnahme des intermolekularen Volumens, zwei 
Umstände, die nach der umgeformten Jägerschen Gleichung zu einer 
Erhöhung der inneren Reibung führen. Eine nähere Überlegung zeigt 
nun weiterhin, daß bei gleichem Assoziationsgrad die scheinbare Zu- 
nahme des molekularen Eigenvolumens um so größer sein muß, je 
geringer die Dichte des betreffenden Körpers ist. Der Assoziationsgrad 
selbst aber muß um so größer sein, je weniger die Beobachtungs- 
temperatur von dem Schmelzpunkt der Substanz entfernt ist, denn 
mit steigender Temperatur nimmt die Assoziation ab. Hiernach müßte 
der tertiäre Butylalkohol, der erst bei + 25° schmilzt (Rubrik F der 
Tabelle II) am stärksten assoziiert sein, entsprechend weniger der 
sekundäre und primäre. Wegen seiner geringen Dichte muß außerdem 
der tertiäre Alkohol die stärkste scheinbare Zunahme des molekularen 
Eigenvolumens infolge der Assoziation erfahren, danach in absteigender 
Reihenfolge der sekundäre und der primäre Alkohol. Das an der Visko- 
sität der isomeren Alkohole zu beobachtende Verhalten wird hierdurch 
gemäß der Jägerschen Theorie vollständig verständlich; auch die 
Umkehr der Beziehungen durch Temperaturerhöhung muß wegen der 
allmählich schwindenden Assoziation eintreten. Das bezüglich der 
Viskositätsbeziehungen normale Verhalten der ebenfalls assoziierten 
Säuren wird endlich durch die merkwürdige Tatsache erklärt, daß bei 
dieser Körperklasse die Verzweigung der Kohlenstoffkette auf den 
Schmelzpunkt gerade den entgegengesetzten Einfluß hat wie bei den 
Alkoholen. 


8. Stöchiometrie der Ionenbeweglichkelt. 


Von R. Lorenz!) sind aus der Ionenbeweglichkeit die Eigen- 
volumina organischer Ionen berechnet worden vermittelst der von ihm 
für diesen Zweck umgeformten Stokes-Einsteinschen Gleichung 

De (2, 
Has 
in der u, die empirisch ermittelte Ionenbeweglichkeit bei 25° C bedeutet. 
Voraussetzung für die Gültigkeit der Gleichung ist, daß die Ionen 
das Stokessche Gesetz befolgen, nach welchem die Reibung, die ein 
kugelförmiger Körper in einer Flüssigkeit erleidet, seiner Oberfläche 
direkt pıioportional ist. R. Lorenz zeigte, daß derartig berechnete 
Volumina organischer Kationen in homologen Reihen tatsächlich den 





1) R. Lorenz, Raumerfüllung und Ionenbeweglichkeit. Leipzig 1922. 
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zu erwartenden Anstieg aufweisen. Vergleicht man jedoch isomere 
Ionen, so wandert, worauf schon G. Bredig hinwies, merkwürdigerweise 
dasjenige Ion am schnellsten, das seinen kritischen Daten nach den 
größten -Wert aufweist (vgl. Tabelle III). Auch dieses Verhalten 
ist bisher unerklärt; wir haben noch keine theoretisch deutbare Stöchio- 
metrie der Ionenbeweglichkeit. In einer großen Anzahl von Fällen, 
darunter den eben erwähnten, deren ®-Werte aus den kritischen Daten 
berechenbar sind, findet sich nun bei einem Vergleich von Isomeren 
eine sehr deutliche umgekehrte Proportionalität der Ionenbeweglichkeit 
zu den Siedepunkten. Dies ist schon @. Bredig aufgefallen, ohne daß 
er hieraus allerdings Schlußfolgerungen gezogen hätte. Ich möchte 
vermuten, daß die Ungültigkeit der Stokesschen Gleichung in diesen 
Fällen sich auf folgende Weise erklärt: Es dürfte wohl kein Zweifel 
darüber bestehen, daß die von einem Molekül ausgehenden Attraktions- 
kräfte, die also den inneren Druck P der Jägerschen Gleichung be- 
dingen, sich auch geltend machen müssen, wenn das Molekül sich in 
einer anderen Flüssigkeit in Lösung befindet. Je höher der Siedepunkt 
der gelösten Verbindung, desto größer sind diese Kräfte, desto stärker 
wird also das gelöste Molekül die Moleküle des Lösungsmittels an sich 
heranziehen. Dieser Umstand wird nun bei Anwendung der Stokesschen 
Gleichung völlig außer acht gelassen. Der Effekt der Attraktionskräfte 
auf die Iomenbeweglichkeit muß sich in demselben Sinne geltend machen, 
wie eine Vergrößerung des Molekülradius; das mit stärkeren Attraktions- 
kräften ausgestattete Molekül oder Ion wandert in einer dichteren 
Hülle von Molekülen des Lösungsmittels, also langsamer, als ein Molekül 
oder Ion mit kleineren Attraktionskräften. Der Einfluß der wirklichen 
Größe des wandernden Ions kann demgegenüber völlig zurücktreten, 
wenigstens solange man es mit Isomeren zu tun hat, deren Molekular- 
größen ja nicht sehr stark untereinander differieren. Vergleicht man 
dagegen Homologe, die beträchtliche Volumdifferenzen aufweisen, so 
wird sich der fälschende Einfluß der intermolekularen Kräfte bei An- 
wendung der Stokesschen Gleichung weniger geltend machen, wodurch 
sich der Erfolg der Lorenzschen Berechnungsweise erklärt. 








Tabelle III. 
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Propylamin . .! 47,50 24,6 40,1 
Trimethylamin.  — 3° 26,5 


Zur Technik der Reihenmessungen mit der Gaskette. 


Von 
Edgar Wöhlisch. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universität Würzburg.) 
(Eingegangen am 6. Oktober 1924.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Bei der heute meist gebräuchlichen Form der Gaskettenapparatur 
geschieht die leitende Verbindung der Kalomelelektrode mit den 
U-Elektroden durch eine mit konzentrierter KCl-Lösung gefüllte Glas- 
wanne, die einen mehrfach durchbohrten Glasdeckel trägt, durch den 
sowohl die Kalomelelektrode wie die Dochte der U-Elektroden in die 
Flüssigkeit eintauchen. Jeder, der einmal mit dieser Apparatur ge- 
arbeitet hat, kennt die unangenehme Eigenschaft des Chlorkaliums, 
daß es aus dem Wannengefäß herauszukriechen und, nur einige Tage 
sich selbst überlassen, den Tisch in größerer Ausdehnung mit einer 
dicken Salzkruste zu überziehen vermag. Es ist daher vielleicht nicht 
unangebracht, kurz darauf hinzuweisen, wie man die Nachteile dieser 
Anordnung vermeiden kann, ohne deren Vorteil — die Möglichkeit, 
eine größere Anzahl von Messungen mit verschiedenen U-Elektroden 
schnell hintereinander auszuführen — aufzugeben. 

An einer gesättigten KCl-Lösung, die in einem offenen Rundkolben 
oder Erlenmeyerkolben aufbewahrt war, machte ich die Beobachtung, 
daß niemals ein Herauskriechen des Salzes aus einem derartigen Gefäß 
vorkommt. Ich benutze seither die folgende Anordnung, die sich als 
recht vorteilhaft erwiesen hat: Zur leitenden Verbindung der Kalomel- 
elektrode mit den Gaselektroden dient ein kleiner Erlenmeyerkolben. 
Die Gaselektroden aber werden an einem Stativ befestigt, das, wie 
die Abbildung zeigt, an einer drehbaren Metallscheibe sechs federnde 
Klemmen zur Aufnahme der Elektroden trägt. Die Scheibe kann durch 
eine seitliche Schraube in geeigneter Stellung fixiert werden. Sie wird 
außerdem von unten durch einen ebenfalls mittels Schraube am Stativ- 
fuß fixierbaren, mit der Scheibe nicht zusammenhängenden Metallring 
unterstützt. Dieser Ring hat den Zweck, die für die Verbindung der 
Elektroden mit dem Erlenmeyerkolben einmal eingestellte richtige 
Höhe der Scheibe auch bei deren Drehung automatisch festzuhalten. 
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Die Stromzuführung geschieht durch die metallene Achse des Stativs, 

die an geeigneter Stelle eine Klemmschraube trägt, und durch drei 

dünne Kupferdrähte, deren sechs Enden zu den sechs Elektroden 

führen, und die in ihrer Mitte mittels dreier kleiner Schrauben an der 

Metallscheibe befestigt sind. Die Isolierung geschieht bei meiner An- 

ordnung sehr einfach dadurch, daß das ganze Stativ auf einer Glas- 

platte steht, die außerdem auch die Kalomelelektrode und den Erlen- 
meyerkolben trägt. 

Eine etwas zeitraubende Prozedur ist unter Umständen, besonders 

bei Verwendung enger U-Röhren, das Hin- und Herkippen der gas- 

gefüllten Elektroden, das nach 

der Michaelisschen Vorschrift 

je 50mal in jeder Richtung 

zu erfolgen hat. Es bedeutet 


o ZG "a " eine erhebliche Zeitersparnis, 

NS e  Gbegegem DR wenn man dies Kippen bei 

I allen sechs Elektroden gleich- 

emm ee zeitig vornimmt. Dies ist 
Der ` ii mit Hilfe des beschriebenen 


Stativs sehr leicht zu erreichen. 

| Man zieht die mit den Elek- 

een N G troden armierte Scheibe nach 

en oben vom Stativ herunter und 

befestigt sie an einem hin- 

Abb. 1. durchgesteckten beliebigen 

Die verstellbare Scheibe mit sechs Elektrodenhaltern. Holz- oder Metallstab. Sodann 

richtet man die Elektroden genau parallel zueinander aus, und zwar so, 

daß alle gleichnamigen Elektrodenschenkel nach derselben Seite sehen. 

Die Kippbewegungen können jetzt mittels des Stabes an sämtlichen 
Elektroden zugleich ausgeführt werden. 

Um ein Verstauben der ganzen Apparatur zu vermeiden, steht 
diese unter einem bei Nichtgebrauch geschlossenen leichten Holzkasten, 
der aus zwei gleich großen Hälften, einer vorderen und einer hinteren, 
besteht, die am Dache des Kastens durch ein Scharnier miteinander 
zusammenhängen. Bei Benutzung der Apparatur klappt man die 
vordere, bewegliche Kastenhälfte auf das Dach der hinteren, am Tisch 
befestigten zurück. Da bei geöffnetem Kasten somit nur die hintere 
Tischhälfte überdacht ist, wird man bei Hantierungen an der Apparatur 
durch den Schutzkasten nicht im geringsten gehindert. 





Über die antiseptische Wirkung des Sublimats 
in Lösungsmitteln verschiedener Dielektrizitätskonstante !). 


Von 
W. Hellenbrand und G. Joachimoglu. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Universität Berlin.) 
(Eingegangen am 6. Oktober 1924.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Es unterliegt keinem Zweifel, daß der Dissoziationsgrad einer 
HgCl,-Lösung für ihre antiseptische Wirkung maßgebend ist. Daß 
neben diesem Faktor noch andere eine Rolle spielen, ist bei einem 
biologischen Vorgang, wie ihn die Abtötung von lebenden Bakterien 
darstellt, selbstverständlich. W. Heubner?) wies auf die Bedeutung 
der Komplexbildung zwischen HgCl, und Eiweiß, Krah£?) auf die 
Lipoidlöslichkeit, G. Joachimoglut) auf die Bedeutung der Wasserstoff- 
ionenkonzentration hin; vielleicht spielen bei der Wechselwirkung 
zwischen lebender Bakterienzelle und HgCl, noch andere Dinge 
chemischer oder physikalisch-chemischer Natur eine Rolle, die wir 
vorläufig noch nicht übersehen. 

Die Versuche, die wir hier mitteilen werden, betreffen die anti- 
septische Wirkung des Sublimats in Lösungsmitteln verschiedener 
Dielektrizitätskonstante. 

Wenn zwei elektrisch geladene Körper sich im Vakuum mit der 
Kraft K anziehen, so beträgt diese Kraft in einem anderen Medium K/D. 
D ist die Dielektrizitätskonstante des betreffenden Mediums®). Nernst 
und J.J. Thomson?) haben nun darauf hingewiesen, daß zwischen 
der elektrolytischen Dissoziation und Dielektrizitätskonstante der 
Lösungsmittel ein Parallelismus besteht, wie Tabelle I von Nernst®) zeigt. 


1) Vorgetragen auf der vierten Tagung der Deutschen Pharmakologischen 
Gesellschaft am 19. September 1924 in Innsbruck. 

2) Diese Zeitschr. 145, 431, 1924. 

3) Klin. Wochenschr. Nr. 2, 1924. 

4) Diese Zeitschr. 184, 498, 1922. 

5) Vgl. Nernst, Theoret. Chem., 8. Aufl., 1921, S. 366. 

€) Vgl. Nernst, a. a. O., S. 433. 
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Tabelle I. 
Medium en Elektrolytische Dissoziation 
= en ee ee ei 
Gasraum ......: 8 1,0 Nicht nachweisbar bei gewöhnlicher 
| Temperatur 
Benzol ....... 2,3 Äußerst geringes, aber sicher nach- 
weisbares Leitungsvermögen läßt 
| auf spurenweise Dissoziation 
schließen 
Athene area | 4,1  Merkliches Leitungsvermögen gelöster 
P Elektrolyte 
Alkohol. . ..... 25 Ä Ziemlich starke Dissoziation 
Ameisensäure. . . . | 62 „ Starke Dissoziation gelöster Salze 
Wasser... 2... | 80 Sehr starke Dissoziation 
Blausäure . ...., 96 Sehr starke Dissoziation 


Freilich weist Nernst darauf hin, daß ein absoluter Parallelismus 
nicht zu erwarten ist, weil noch andere Faktoren die elektrolytische 
Dissoziation beeinflussen können. 

Diese Tatsachen führten uns zu folgender Arbeitshypothese: 
Besteht zwischen elektrolytischer Dissoziation und antiseptischer 
Wirkung einer Sublimatlösung ein Parallelismus, d. h. steigt mit der 
elektrolytischen Dissoziation die antiseptische Wirkung an, so darf 
das Sublimat in Lösungsmitteln niedriger Dielektrizitätskonstante, was 
eine geringere Dissoziation bedingt, nicht antiseptisch wirken. Ist eine 
antiseptische Wirkung überhaupt vorhanden, so wird sie geringer 
sein als in den Lösungsmitteln mit hoher Dielektrizitätskonstante. 

Zu den Versuchen haben wir folgende Lösungsmittel verwendet: 
Benzol, Äthyläther, Chloroform, Nitrobenzol und Glycerin. Die Di- 
elektrizitätskonstante!) und die Löslichkeit des Sublimats in diesen 
Flüssigkeiten ergibt sich aus Tabelle II. Die Löslichkeit wurde in der 
Weise bestimmt, daB wir eine abgewogene Menge Sublimat in 100 cem 
des Lösungsmittels 4 Stunden lang schüttelten. Die Zahlen der Tabelle 
bedeuten die maximale Menge, die gerade noch gelöst wird. 


Tabelle II. 
Benzol ..... 23 D 100 ccm lösen 0,1 g Sublimat 
Äthyläther. . . . 43 D 100 ,, „ 9,0g p 
Chloroform . .. 514D 100 ,, » 0,1g Sé 
Nitrobenzol . . . 36,5 D 100 ,, an 12g 5 
Glycerin. . . . . 56,0 D 100 ,, „ d,1g de 


Voraussetzung war selbstverständlich, daß sich Sublimat in 
den geprüften Lösungsmitteln in solehen Mengen löste, daß eine anti- 
septische Wirkung zu erwarten war. Versuche mit Xylol konnten wir 


1) Vgl. Landott-Börnstein, Physikalisch-chemische Tabellen, 5. Aufl., 
S. 1032. 
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z. B. nicht ausführen, weil das Sublimat sich darin gar nicht löst. Bei 
den anderen Stoffen haben wir Lösungen von 1:100 bzw. 1: 1000 
verwendet. Es ist zu berücksichtigen, daß die Lösungsmittel selbst- 
verständlich auch ohne Sublimat mehr oder weniger antiseptisch 
wirken. 

Die Versuche wurden mit Milzbrandsporen, die wir an Glasperlen 
antrocknen ließen, ausgeführt. Wir brachten diese unter den gleichen 
äußeren Bedingungen in das reine Lösungsmittel und in das Lösungs- 
mittel mit Sublimat. Nach verschieden langen Zeiten, die aus den 
Tabellen ersichtlich sind, wurden die Perlen herausgenommen, in 
absolutem Alkohol kurz abgespült, der Alkohol mit Wasser entfernt, 
«dann die Sublimatspuren mit Ammoniumsulfid beseitigt, dieses wieder 
mit Wasser. Danach kamen die Perlen in verflüssigten Agar von 40°, 
der Agar wurde in Petrischalen ausgegossen und in den nächsten Tagen 
der Befund festgestellt. 

Tabelle III zeigt einen Versuch mit Benzol bzw. Benzol mit 
Sublimat. Zwischen Benzol und Benzol + Sublimat ist ein Unterschied 
nicht festzustellen. Demnach bestätigt der Ausfall dieses Versuchs 
unsere Arbeitshypothese, daß in einem Lösungsmittel niedriger Dielektri- 
zitätskonstante und damit geringer Dissoziation des darin gelösten 
Sublimats eine antiseptische Wirkung nicht vorhanden ist. 


Tabelle III. 
Dielektrizitätskonstante 2,2 nn nach Einwirkungsdauer nach unge 
tunden "a ra e | P 16 
Benzol... .... ee | o '++| + | ge SCH 
„  - HgCl, 18:1000....| 48 ++) + ab. 9 e 
E E EE EE EE 12 ++ LL IJ E 1 — 


Tabelle IV zeigt einen Versuch mit Chloroform. Dieser Versuch 
bestätigt ebenfalls unsere Arbeitshypothese. Die an sich geringe anti- 
septische Wirkung des Chloroforms wird durch das Sublimat nicht 
erhöht. Dasselbe ergibt der Versuch mit Äthyläther. Trotz eines 
Gehalts von 1 Proz. HgCl, ist eine antiseptische Wirkung nicht nach- 
weisbar (Tabelle V). 


Tabelle IV. 














| Einwirkungsdauer nach Stunden 
Dielektrizitätskonstante 5,14 Befund nach ` p SS 





Stunden 3 3 l 4 

l | 8 | 
Chloroform . . 2222200... 24 d tb: A dech Si 
F + HgCl, 0,18:100. . 24 = ++ ++ ++ 
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Tabelle V. 
Dielektrizitätakonstante 43 N ee erg E tte are ei en 
‚ Stunden |30 Min. 60Min. 120 Min.| 6Std. 15Std. 
Äthyläther `... 24 gi En Fe Të 
ft +HgtCl, 1g: 100 24 + + + de e 
FE a TEEN 48 -} db, "E = + 2 
5 +HgCl, 1g:100 , 48 go a të be Sa 


Ganz andere Resultate erhält man, wenn man (das Sublimat in Nitro- 
benzol bzw. Glycerin löst. Einen Versuch mit Nitrobenzol zeigt Tabelle VI 
und einen Versuch mit Glycerin Tabelle VII. In beiden Flüssigkeiten 
entfaltet das Sublimat eine deutliche antiseptische Wirkung. 


Tabelle VI. 


Befund nach | Einwirkungsdauer in Minuten 








Dielektrizitätskonstante 36,45 





Stunden » "A Pr"; e 
NIEODENKO).  — was bing 24 ++ ++ | ++ | + 
En + HgCl, 18:10 .. ` 24 ++ — =s | — 
we EE e E ae 48 ++ ++ ++, + 
d + He], Lëck, 48 +. — SÉ Me 
e. ` Niem ER 2 72 ++ +r* ++ — 
D + HgCl, lg: 100 e 12 4 — *) — .— 
*) Vgl. Abb. 1. 
Tabelle VII. 
aiai atiii Sé Befund nach £ Einwirkungsdauer nach Minuten 
Stunden boer? WC es 20 ni Cem SCC 120 
IER, 2,8 ee ed 24 gab, "wbd, de, po 
e + HgCl, lg: 100. l 24 + Es + + ja 


Wir haben die Platten des Nitrobenzolversuchs, die einer Ein- 
wirkungsdauer von 40 Minuten entsprechen, nach 72 Stunden photo- 





Nitrobenzol + HgCl». Nitrobenzol allein. 
Abb. 1. 


graphiert und geben hier das Bild wieder (Abb. 1). Abb. 2 gibt den 
Versuch der Tabelle VII wieder. Versuche mit Ameisensäure konnten 
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wir nicht ausführen, weil reine Ameisensäure allein stark antiseptisch 
wirkt, auch nach einer Einwirkungsdauer von 5 Minuten bekamen wir 
eine Abtötung der Milzbrandsporen, es wäre also nicht möglich, Unter- 
schiede zwischen Ameisen- 
säure und Ameisensäure + 
Sublimat zu erhalten. 


Es könnte vielleicht der 
Einwand erhoben werden, daß 
Äthyläther, Chloroform und 
Benzol als stark lipoidlösliche 
Stoffe in irgend einer Weise 
«las Eindringen von Sublimat 
in die Bakterienzelle hemmen 
und aus diesem Grunde eine 
antiseptische Wirkung nicht 
vorhanden ist. Wir bemerken, 
daß Nitrobenzol ebenfalls stark 
lipoidlöslich ist und sich ebenso 
wie Chloroform, Äthyläther 
und BenzolinWasser nur wenig Abb. 2. Glycerin + Pei 
löst. Aus diesen Überlegungen glauben wir, daß hier die Lipoidlöslich- 
keit den Unterschied der genannten Substanzen nicht erklären kann. 

Die aus der Literatur!) bekannte Tatsache, daß die antiseptische 
Wirkung von äthylalkoholischen Sublimatlösungen mit dem Wasser- 
gehalt steigt, stimmt mit unserer Hypothese überein. Nach Landolt- 
Börnstein (a. a. O., S. 1032) steigt die Dielektrizitätskonstante des 
Äthylalkohols mit steigendem Wassergehalt, wie folgende Zahlen zeigen. 





Glycerin. 











Tabelle VIII. 

Alkohol |  Dielektrizitäts- | Alkohol | _Dielektrizitäts« 
Proz. | konstante _ Proz. konstante 
wm 26 70 38 

90 | 29 60 43 
80 33 50 48 


Zusammenfassend ist zu sagen, daß das Sublimat in Lösungsmitteln 
niedriger Dielektrizitätskonstante (Chloroform, Benzol, Äther) keine 
antiseptische Wirkung entfaltet, während in Lösungsmitteln mit hoher 
Dielektrizitätskonstante (Nitrobenzol, Glycerin, Wasser) eine anti- 
septische Wirkung vorhanden ist. Man wird nicht fehlgehen, wenn 
man diese Tatsachen mit der elektrolytischen Dissoziation in Flüssig- 
keiten von hoher Dielektrizitätskonstante in Beziehung bringt?). 


1) Krönig und Paul, Zeitschrift für Hygiene 25, 91, 1897. 
2) Vgl. auch diese Zeitschr. 158, 142, 1924. 


Weiteres über die 
antiseptische Wirkung einiger Quecksilberverbindungen. 


Von 
G. Joachimoglu und N. Klissiunis. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Universität Berlin.) 
(Eingegangen am 6. Oktober 1924.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


A. Der Einfluß der Wasserstoffionen auf die antiseptische Wirkung des 
Quecksilberbromids und Quecksilbereyanids. 


In einer früheren Abhandlung hat der eine von uns (Joachimoglu)!) 
gezeigt, daß die antiseptische Wirkung des Sublimats durch die Wasser- 
stoffionen im weitesten Maße beeinflußt wird. Es konnte gezeigt werden, 
daß eine antiseptische Wirkung nur bei saurer Reaktion entfaltet wird. 
Sobald der Neutralitätspunkt überschritten ist, hört die antiseptische 
Wirkung auf. Erst bei stark alkalischer Reaktion entsprechend einer 
De von etwa 12 ist eine antiseptische Wirkung vorhanden. Hier spielen 
offenbar die Hydroxylionen eine Rolle, und die Wirkungen, die man 
bei derart alkalischen Lösungen beobachtet, sind zum Teil durch diese 
Ionen bedingt. 

Die Fortsetzung dieser Untersuchungen bilden Versuche, die wir 
in analoger Weise mit Quecksilberbromid (Tabelle I) und Quecksilber- 
cyanid (Tabelle II) angestellt haben. Die gewünschten Wasserstoff- 
ionenkonzentrationen wurden, wie aus der Tabelle I hervorgeht, mit 
Pufferlösungen nach Sörensen hergestellt. Wir brachten nun in die 
Lösungen gleiche Mengen von Kolibazillen und nach verschiedenen 
Zeiten (30, 60, 120, 240 Minuten) je eine Öse der Mischung auf Schräg- 
agar. Die Resultate wurden am nächsten Tage abgelesen. 

Es geht aus diesen Versuchen hervor, daß wie beim Sublimat 
auch beim Quecksilberbromid und Quecksilbereyanid die Wasserstoff- 


1) @. Joachimoglu, diese Zeitschr. 184. 489, 1922. 
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Tabelle I. 
z lol ei 10 Mech Minne 
F F oI er = 58 | | ac inuten 
Nr. | 9% | 85 SS SI z Sp pel al ©: 120 | 180 , 240 
S ef We 370 
JL eem | com _|_ com | cem | cem leen Ir 
ken, Zeg ët. éen | = ae | 
2, — 55 |45 — i — | 08 al -— ı e ln 
3| — |525 45 — — 5 6 — |- -|-|- 
499 — OI — SE ge e ne 
5 |9715 | — mr. — n Ee +| +, — 
6 '9,5 E D Les SE 0,5 | 8,5 Së Ke ée hr = Sy 
1 i 9,0 = 1,0 eg ee 0,5 8,9 SFR +++ ++ ze Er 
een — 20 — — | 08 | GERS EE E +++ ++I +| ++ 
9.70.30 ee, 05 T EEFE IH 
10160 | — 40 — — 05 | 10,1 Kee sde d +] + 
ul — wo Wéll +, ee 
Tabelle II 
S $ z Wi S A Nach Minuten 
e% 5 |S 23 E 
"KSE e Z e 3 22 pa 
DE Er u u "lo 180 | 240 
ccm ` ccr ccm ccm | ccm ccm | | ie 
EES Me A Kb, A | 1° 
1 Be ee — | Lë 5 |++ +, — in 
2... e elt EN e ` en a ae een 
30-585 4715] — 1 Lë Gëtt + —i— — 
4 99 — OI — — 15, 78;++ ++ + — — 
5 |975! — 025 — — |15 82 ++ ++ +j- — 
u = gh SN e AT ee zb "ep Se 
1.90 = Men el RB ele ae Les 
8 180 — 20 | — — Lë GEN d, ess, Sei: ee LES 
2. 10 m Be veel E en viet een 
10 .60 — A —,15 IT —- —.— — 
u — — -|- 10:15 > + +. + + + 


ionenkonzentration die antiseptische Wirkung beeinflußt. Es ist früher 
darauf hingewiesen worden, daß man bei der praktischen Anwendung: 
des Sublimats!) für eine saure Reaktion Sorge tragen muß. Wir 
haben weiter geprüft, ob das Natriumbisulfat die Wirkung des. 
Quecksilberbromids verstärkt. Dieser Versuch ist mit Milzbrand- 
sporen ausgeführt worden. Diese wurden an Glasperlen angetrocknet, 
die Glasperlen brachten wir in die zu prüfende Lösung, nach ver- 
schiedenen Zeiten wurden sie herausgenommen, in sterilem Wasser 
und Ammoniumsulfid abgespült, in flüssigen Agar gebracht und nach 


— 


1) Vgl. Joachimoglu, a. a. O., S. 492. 
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gründlicher Mischung ausgegossen. Der Versuch, den wir in Tabelle III 
wiedergeben, zeigt, daß durch das Natriumbisulfat die antiseptische 
Wirkung verstärkt wird. 




















Tabelle III. 
o | SEL i Einwirkungsdauer 
2 SE | c = E i © Sotort 20 Min. “Min. 60 Min. 
E EN m 5 abgelesen nach Stunden: 
Zë E | a j # [R2 A #|2 4 8 2 ABR 
(list. 13 sirip a lee 
2|7 0 3 — Ge, eh, en ee E E 
315 — 1 ER E, EE, GE E KE 
dE 10 a u ee 
5 |—ı— 20 PAES SE | | 


B. Abnahme der antiseptischen Wirkung des Quecksilberbromids und Queck- 
silberceyanids durch Zusatz von Natriumbromid bzw. Kaliumceyanid. 


Wir möchten hier zunächst einen Versuch wiedergeben, der die 
Abnahme der antiseptischen Wirkung des Quecksilberbromids durch 
Natriumbromid zeigt. Die Konzentrationen sind aus der Tabelle IV 
ersichtlich. Der Versuch ist, wie oben angedeutet, mit Milzbrandsporen 
ausgeführt und zeigt eindeutig, daß durch den Zusatz von Natrium- 
bromid zu Quecksilberbromid die un Wirkung herabgesetzt 
wird. 


Tabelle IV. 


| Einwirkungsdauer 
Nr. | Sofort | 20 Min. | 40 Min. | 60 Min. 





| | abgelesen ns nach 20 Stunden 




















l1 ! 1ccm m/100 Hg Br, + 34cem H,O |) — ı — — — 
2 | Leem m/100 HgBr, + 17,5 ccm | | | 
5 mol. Na Br + 16,5cem H,O . | ++ = — — | — 
3 "Leem m/100 Hg Br, + 6 cem 5 mol. | | | 
: NaBr „u. Suse a 
4 Leem m/100 Hg Br, + 16,5 cem H,O 
5 
6 





+17,5cem m/l NaBr .....ı + ei s u 
Sccm m/l Na Br + 30cem H,O . ri EEEE 
'35cem H,O .......... +++ +++. +++ | +++ 


Das gleiche Resultat haben wir mit Quecksilberceyanid durch 
Zusatz von Kaliumcyanid erhalten. Hier sind die Unterschiede viel 
deutlicher. Wir haben die Platten, die einer Einwirkungsdauer von 
60 Minuten entsprechen, nach 40 Stunden EE und geben 
hier das Bild wieder (vgl. Abb. 1). 
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Tabelle V. 
u | Ges = Einwirkungsdauer we = 

| Mole 20 Minuten 40 Minuten 60 Minuten 

| KCN kular _ ——————— 

konzen» Së Abgelesen nach Stunden: 

8 Ba tration $ a EE Kei WE Gg ER | 40 SESCH KS DR SS 
A VP — Cl ar H gen A E op 1 Kol 22 
B Sg 0,65 | m/10 Se E SEET, 131 , 18 ı ++ 
C IS 3,25 | m/2 EE HHHH HHHH H+ | E 
DIS 6,5 | ml ek HHHH HHHH HHHH HH 





m/25 Hg (C N)» m:25 Hg(CN)ə + m/10 KCN 





m/25 Hg (CN): + m/2 KCN m'25 Hg (CN) + m IKCN 
Abb. 1. 


€C. Über die antiseptische Wirkung des Quecksilberbromids in Lösungsmitteln 
verschiedener Dielektrizitätskonstante. 

Diese Versuche bilden eine Fortsetzung der Versuche, die der 
eine von uns (Joachimoglu) mit Hellenbrand ausgeführt hat!). Es 
wurde geprüft, ob Quecksilberbromid, in Benzol, Äther, Chloroform, 
Nitrobenzol und Glycerin gelöst, antiseptisch wirkt. Die Versuche- 
wurden mit Milzbrandsporen ausgeführt. Bezüglich der Technik weisen 
wir auf die oben zitierte Arbeit hin. Die Löslichkeit des Quecksilber- 
bromids in den genannten Lösungsmitteln geht aus Tabelle VI hervor. 


1) Vgl. W. Hellenbrand u. G. Joachimoglu, diese Zeitschr. 153, 138, 1924- 
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Tabelle VI. Löslichkeit. 


DE re; 0,3 

2 NINODEREDL EE BEEN 0,35 

3. Ameisensäure . . 2. 2 2 22... 0,3 . 
OHREN a ora en se 0,27 Hg Br, in 100 com 
BODEN: eg a m eek 7,0 

fr EEN ee Re 0,3 


Die Löslichkeit bestimmten wir in der Weise, daß wir abgewogene 
Mengen von Quecksilberbromid bei gewöhnlicher Temperatur 2 Stunden 
schüttelten und feststellten, welche Menge sich gerade noch löste. 
Einen Versuch mit Benzol geben wir in Tabelle VII wieder. 


Tabelle VII. 
u Zn Einwirkungsdauer Be 
L Sien 20 Min 4Min | 60Min 
| Abgelesen nach Stunden 
| a8 | 72 s | 2 ' 48 72 4 | 72 
1. Benzol... ... a shezslxisiyesie 
2. Benzol + HgBr, | 
0.2:100 ... SS ép el sel he 3 








*) Zahl der Kolonien. 
Wir haben die Platten nach 3 Tagen photographiert und geben 
das Bild in Abb. 2 wieder. . 





Benzol + Hg Bro 
sofort 20 Minuten 40 Minuten 





Benzol allein 
sofort 20 Minuten 40 Minuten 


Abb. 2. 
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Es geht daraus hervor, daß durch den Zusatz von Quecksilber- 
bromid zu Benzol eine Zunahme der antiseptischen Wirkung nicht 
nachweisbar ist. Eher spricht der Versuch dafür, daß das Benzol allein 
stärker antiseptisch wirkt, jedoch ist der Unterschied so gering, daß 
er innerhalb der Fehlergrenze liegen dürfte. 


Einen Versuch mit Äther geben wir in Tabelle VIII wieder. 


Tabelle VIII. 








Ẹ Einwirkungsdauer 
i 


Äther. ..... OEPS EE Pe En Pen + 
Äther + Hg Br, 2 
0,3. 100. . +++++++| ++ obs sa + iti. + 


Einen Versuch mit Chloroform geben wir in Tabelle IX wieder. 











Tabelle IX. 


| Einwirkungsdauer 











Chloroform 
Chloroform + 


ee ee 
0248 fe || gos) | | Sc | 11 sch 42 





Ee 
| 








+ 8 itt 2'e 
*) Zahl der Kiia 


Beim Chloroform ist nun eine Abweichung festzustellen, denn das 
Chloroform hat eine Dielektrizitätskonstante von 5, trotzdem sehen 
wir hier, daß das Quecksilberbromid in Chloroform gelöst, eine anti- 
septische Wirkung entfaltet. Dieses Verhalten des Chloroforms haben 
wir auch in zwei weiteren Versuchen wiedergefunden. 


Einen Versuch mit Nitrobenzol geben wir in Tabelle X wieder. 


Tabelle X. 


i 





Einwirkungsdauer 
Sofort | 40 Min. | 60 Min. | 4Min. | 60Min. | 120 Min. 


Abgelesen nach 24 Stunden 


E i | Fe 
Nitrobenzol . 2 2222222. eebe, eu Er "1 SE 
Nitrobenzol + HgBr, 0,3:100 . |, +++ — | = Seng 
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Hier ist der Unterschied zwischen Nitrobenzol und Nitrobenzol 
+ Quecksilberbromid sehr deutlich. Einen Versuch mit Glycerin gibt 
Tabelle XI wieder. 


Tabelle XI. 
| Erkunde 
d Sofort | 20 Mın. 40 Min. 
i abgelesen nach Stunden 
| 48 ge | o ge > 48 96 


| 


++++ 


Glycerin... ... 
re + He Br, | 


EELER Ven 








3:100..... HHHH +++ + +++ HH HH HH ++ Hr +++ 
| ` Einwirkungsdauer E 
60 Min. 120 Min. | 48 Std. 


abgelesen nach Stunden 





48 % 48 | o 24 E #8 
Glycerin le [ttratta renne +t +++ i +++ 
Glycerin + Hg B 
0,3:100..... pe + 





Auch hier ist eine antiseptische Wirkung des Quecksilberbromids 
nachweisbar, wenn sie auch nicht so deutlich ist wie beim Nitrobenzol- 
versuch. Mit Ausnahme des Chloroforms, das trotz seiner niedrigen 
Dielektrizitätskonstante mit Quecksilberbromid eine antiseptische 
Wirkung entfaltet, stimmen die hier mitgeteilten Versuche vollkommen 
überein mit den Ergebnissen von Hellenbrand und Joachimoglu!). 
Warum das Chloroform in unseren Versuchen aus der Reihe fällt, 
können wir nicht sagen. Es ist ja sehr schwierig, eine nach allen Rich- 
tungen gesicherte Theorie der Wirkungen dieser Stoffe unter den hier 
geschilderten Verhältnissen aufzustellen. Wir möchten noch einmal 
darauf hinweisen, daß unsere Vorstellung bezüglich des Zusammenhangs 
zwischen elektrolytischer Dissoziation und antiseptischer Wirkung nur 
als Arbeitshypothese gewertet werden soll. 


Zusammenfassung. 


l. Wie beim Sublimat sind auch beim Quecksilberbromid und 
Quecksilbercyanid die Wasserstoffionen auf die antiseptische Wirkung 
von großem Einfluß. Bei saurer Reaktion nimmt die antiseptische 
Wirkung zu. 


1) Diese Zeitschr. 158. 138, 1924. 
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2. Die antiseptische Wirkung des Quecksilberbromids und -cyanids 
wird durch Zusatz von Natriumbromid bzw. Kaliumcyanid herab- 
gesetzt. i 
3. Quecksilberbromid in Benzol und Äther, zwei Lösungsmitteln 
mit niedriger Dielektrizitätskonstante, wirkt nicht antiseptisch; in 
Nitrobenzol und Glycerin, zwei Lösungsmitteln mit hoher Dielektri- 
zitätskonstante, ist eine antiseptische Wirkung nachweisbar. 

4. Chloroform, welches eine niedrige Dielektrizitätskonstante hat, 
läßt die antiseptische Wirkung des Quecksilberbromids bereortreten, 
Worauf dieses Verhalten beruht, ist nicht bekannt. 


Über das Verhältnis des nativen Serums zum Vollblutserum. 


Von 
Wilhelm Starlinger. 


(Aus der II. medizinischen Universitätsklinik in Wien.) 
(Eingegangen am 6. Oktober 1924.) 


Leendertz!) fand bei Beobachtung der Eigenschaften Nativserums 
(= NS, das ist Serum aus spontan geronnenem nativen Plasma) und Voll- 
blutserums (= VBS, das ist Serum aus spontan geronnenem Vollblute) 
die für viele Serumuntersuchungen grundsätzlich wichtige Tatsache, daß 
der Brechungswert des ersteren den des letzteren ausnahmslos überrage, 
NS also mehr Eiweiß und weniger Wasser zu enthalten scheine als VBS. 

Ich?) konnte im Rahmen von Untersuchungen über die Methodik der 
quantitativen Bestimmung des Fibrinogens, für welche die von Leendertz 
gemachte Beobachtung besondere Bedeutung gewinnen mußte, ebenfalls 
in den meisten Fällen zwischen beiden Serumarten Brechungsunterschiede 
feststellen, die jedoch ein anderes Verhältnis insofern erkennen ließen, als 
das NS fast ebensooft geringere Werte aufwies als das VBS wie umgekehrt. 

Während nun v. Frey?) über gleiche Befunde wie ich berichtete, führte 
eine jüngst erfolgte neuerliche Nachprüfung der Fragestellung durch 
Leendertz Schüler Gromelski*) zur vollen Bestätigung des ursprünglich von 
Leendertz mitgeteilten Ergebnisses. 


Daraus ergab sich für mich die Nötigung, ebenfalls eine Nach- 
prüfung meiner seinerzeitigen Befunde durchzuführen: Dabei konnte 
bei vergleichender Bestimmung des Brechungsvermögens von aus 
gleicher Blutprobe gewonnenem NS und VBS im Rahmen einer ge- 
schlossenen Versuchsserie zweimal das Verhältnis NS > VBS, viermal 
NS = VBS, jedoch elfmal NS < VBS festgestellt werden, wie sich 
aus Tabelle I ergibt. 


Methodik. Blutentnahme von etwa 10 ccm aus der Armvene bei ge- 
ringster Anfangsstauung mittels paraffinierter Spritze, Zweiteilung in 


1) Leendertz, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 1922, S. 140. 
2) W. Starlinger, diese Zeitschr. 140, 203, 1923. 

3) v. Frey, ebendaselbst 148, 53, 1924. 

t) Gromelski, ebendaselbst 149, 261, 1924. 
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gleichem Verhältnis unter sofortigem Dauerparaffinverschluß, etwa 
10 Minuten dauerndes Zentrifugieren des einen Teiles bis zur Trennung 
von Plasma und Zellen, Abpipettieren des Plasmas; Spontangerinnung des 
Vollblutes und Nativplasmas; nach etwa dreistündigem Aufenthalt bei 
Zimmertemperatur zum Teil Abzentrifugieren der Seren beider Proben und 
Bestimmung des Brechungsvermögens mit Hilfe des Seen schen Eintauch- 
refraktometers. 


NS< VBS 


© O O NS>VBS | m  NS=VBS 

vi VBS | DiR. VBS | om. H VBS ; 

We 7 I e a Ze u 
5745 | 57,35 | 01 | 620 | 620 ; 00 . 50,3 | 510 | 0,7 
510 | 50,9 0,1 | 880 | 58,0 H 00 | 54,65 | 552 | 0,55 


ES 
| 0,0 | 54,1 | 54,6 | 0,5 











eg, 2. ës — l 57,3 57,3 
= ~ = — ÕM 57100 i 521 | 526 | 05 
Se = = = 22 — 666 | 669 ` 03 


| 
u, GE En ees t g | — : 522 | 526 . 0,3 
| — ' 593 | 595 . 02 
Kg e Dh S = — | 592 594 02 


— 545 | 547 o 
| 
| 
| 


eeng — ` — i — — 


— | 59 au 02 
— | s99 | on o 


Es soll jedoch betont werden, daß das starke Überwiegen der 
dritten über die erste Gruppe nicht als Regel angesehen werden darf, 
da sich gewöhnlich (wie auch aus dem größeren Material meiner früheren 
Untersuchung hervorgeht) beide Gruppen zahlenmäßig ungefähr die 
Wage halten. Das gleiche gilt vom Unterschied der Größen der 
Brechungsdifferenz, der sich ebenfalls in der Tabelle I unverhältnis- 
mäßig zugunsten der dritten Gruppe gestaltet. Es kann demnach 
das Gesamtergebnis der hier mitgeteilten geschlossenen Versuchsserie 
als Extrem gelten und ist solcherart zur grundsätzlichen Beurteilung 
der Fragestellung im Hinblick auf die Befunde von Leendertz und 
Gromelski besonders geeignet. 

Obwohl nun die oben beschriebene Methodik, wie sie auch ur- 
sprünglich von Leendertz und mir eingehalten worden war, als für vor- 
liegenden Zweck bestgeeignet angesehen werden muß, da in ihrem 
Rahmen ausschließlich natives, also durch keinen wie immer gearteten 
künstlichen Zusatz verändertes Blut zur Verarbeitung gelangt, mußte 
zum Zweck der Vergleichsmöglichkeit auch die neuerdings von 
Gromelski angewandte Methodik als Experimentalgrundlage Verwendung 
finden. Ich möchte dazu jedoch bemerken, daß sie — abgesehen von 
ihrer bereits oben a priori begründeten geringeren Brauchbarkeit an 
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sich!) — zumindest keine ausschließliche Verwendung in der Arbeit 
Gromelskis hätte finden dürfen, da es doch für gewöhnlich nicht Brauch 
ist, in einer nachprüfenden Arbeit durchaus andere methodische Wege 
einzuschlagen, als in der nachzuprüfenden angegeben waren, falls diese 
als durchaus einwandfrei gelten müssen. Doch konnte auch bei Ein- 
haltung der Versuchsanoıdnung G@romelskis ein grundsätzlich gleiches 
Ergebnis wie bei Anwendung der ursprünglichen Methodik festgestellt 
werden. Den Nachweis bringt Tabelle II. 


Methodik. 2,5 ccm Blut werden mit 0,5 ccm 3,5proz. Natriumcitrat- 
lösung und 0,6ccm 1,28proz. CaCl,-Lösung sorgfältig in paraffiniertem 
Gläschen unter Dauerparaffinverschluß vermischt und in gleiche Teile 
geteilt; ein Teil wird etwa 10 Minuten zentrifugiert und das abpipettierte 
Calciumcitratplasma (CZP) ebenso wie das Calciumeitratvollblut (CZVB) 
der Spontangerinnung, die nach etwa 10 bis 20 Minuten einsetzt, überlassen ; 
nach zwei- bis dreistündigem Verweilen bei Zimmertemperatur Abzentri- 
fugieren beider Seren und Bestimmung ihres Brechungsvermögens. 














Tabelle II. 

CZPS>CZVBS l CZPS=CZVBS_ lU  ezPs<czpes 
CZPS jezvas| Die, CZPS  eëvesl me CZPS es |czvns| Diff. 
38,6 | 384 | 02 439 439 | 00 Ke 39,0 39,5 085 
46 | 44,5 0,1 — 39,8 | 05 
396 | 395 | o ee en = 432 e > oi 























Da es sich nur darum handeln konnte, zu untersuchen, ob auch 
mit der Methode Gromelskis das Verhältnis CZPS < CZVBS oder 
= (ZVBS nachzuweisen wäre, das nach ihm niemals zur Beobachtung 
gelangt, konnte ein solches Ergebnis in vier unter sieben Fällen genügen 
und somit eine Weiterführung der Serie entfallen. Doch möge bemerkt 
werden, daß die gleichzeitige Prüfung des Brechungsvermögens von 
NS und VPS, die bei sechs von den angeführten sieben Proben erfolgte, 
ein gleichsinniges Verhalten des Unterschiedes zwar bei den vier Proben 
der Gruppen CZPS < CZVBS und CZPS = CZVBS (bzw. NS < VBS 
und NS = VBS) ergab, nicht jedoch bei den zwei Paralleluntersuchungen 
der Gruppe CZPS > CZVBS, da hier das entgegengesetzte Verhältnis 
NS < VBS zur Beobachtung kam. Auf Grund dieser Tatsache scheint 
daher der Schluß auf ungeeigneten Ersatz der alten durch die neue 
Methodik auch a posteriori begründet. 





1) Der Einwand, daß Salzzusatz die nativen Verhältnisse des Blutes 
ändern könnte, wurde von Gromelski nur in betreff etwaiger Störungen der 
Isotonie beachtet und auch experimentell geprüft. Mir scheinen jedoch 
Störungen der Struktur der Eiweißkolloide, wie ich sie z. B. in meiner oben 
erwähnten Mitteilung bezüglich des Fibrincgens nachgewiesen habe, gerade 
für die vorliegende Fragestellung besonders wichtig, d.h. sorgsamster 
Ausschaltung wert. 
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Nachdem solcherweise die Nachprüfung meiner seinerzeitigen 
Befunde volle Bestätigung erbrachte, mögen im folgenden noch einige 
kurze Versuchsresultate!) und Bemerkungen über die mutmaßlichen 
Ursachen des merkwürdigen Brechungsunterschiedes angefügt werden. 
Die theoretische Zusammenstellung der wichtigsten und wahrschein- 
lichsten Ursachen würde als solche anführen können: 

I. Quantitative Verschiebungen 1. des Wassers, 2. der Salze, 
3. der Eiweißkörper. 

II. Qualitative Störungen der nativen Struktur der Eiweißkörper. 

Zu I. 1. Es könnte sich um Wasserverschiebungen zwischen 
Blutkörperchen und Plasma handeln: 

A. Mechanisch bedingt durch Wasserauspressung aus den roten 
Blutkörperchen bei der Retraktion des Fibrin-Erythrocytengerinnsels 
(Leendertz). Dagegen läßt sich anführen, erstens, daß langdauerndes 
schärfstes Zentrifugieren (das sicherlich eine ebenso starke mechanische 
Kompression der Erythrocyten bewirkt, wie die Fibrinpresse) keine 
Wasserabgabe bedingt (Leendertz), zweitens, daß trotz Ausschaltung 
der Fibrinpresse bei der Vollblutgerinnung die beobachteten Differenzen 
zustande kommen?), und drittens, daß die Ausschlagsrichtung der 
Brechungsdifferenz im Sinne NS > VBS, die sich als ausschließliche 
Folge ergeben müßte, tatsächlich nur in einem Teile der Fälle be- 
obachtet werden kann. 

B. Osmotisch bedingt infolge Störung des Gleichgewichts. der 
osmotischen Verhältnisse durch den Gerinnungsvorgang (W. Starlinger). 
Ein Beweis oder eine Widerlegung der Annahme ist einerseits in An- 
betracht unserer geringen Kenntnisse über die Änderungen des Wasser- 
Salzgleichgewichts während der Quellungs-Entquellungsvorgänge, die 
sich im Rahmen des Gerinnungsvorganges abspielen, andererseits 
infolge der Vielheit der Möglichkeiten kaum zu erbringen, doch wäre 
es denkbar, daß eine solche Störung des Gleichgewichts z. B. durch 
die Wasserabgabe bei der Entquellung des Fibrinogens zu Fibrin bedingt 
würde. Doch spricht gegen diese letztere Annahme, erstens, daß sich 
der in diesem Falle notwendige Parallelismus zwischen der Größe der 


1) Die mitgeteilten Versuchsresultate mögen als unvollständige Unter- 
suchungen zur Klärung der vorliegenden Frage gewertet werden; ihre 
vorläufige Mitteilung ist die Folge des Erscheinens der Arbeit Gromelskis, 
die mich zur Stellungnahme hinsichtlich der Beurteilung meiner seiner- 
zeitigen Befunde zwang, ihre spätere Vervollständigung ist geplant. 

2) Versuch: Im Rahmen der eingangs beschriebenen Methodik wird 
einerseits NS aus Nativplasma, andererseits VBS in der Weise gewonnen, 
daß das Blut erst bis zur Volumkonstanz der Erythrocyten zentrifugiert 
und dann erst der Spontangerinnung überlassen wird, wobei jede Fibrin- 
presse der Erythrocyten fortfällt, da sich fast alles Fibrinogen außerhalb 
des Erythrocytensediments in Fibrin verwandelt. 


10* 
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Brechungsdifferenz und des Fibrinogengehaltes in einer größeren 
Untersuchungsreihe nicht nachweisen ließ, zweitens, daß die in diesem 
Falle notwendige Ausschlagsrichtung der Brechungsdifferenz im Sinne 
NS < VBS nicht ausschließlich zur Feststellung gelangt. 


Zu I. 2. bis 3. Es könnte sich um eine Adsorption von Salzen 
und (oder) Eiweißkörpern an die E.ythrocyten handeln. Doch spricht 
auch hier dagegen, erstens, daß sich (was für jede Annahme, die 
einen hervorragenden Anteil am Zustandekommen des Phänomens der 
Anwesenheit der roten Blutkörperchen in Hinsicht ihrer Quantität zu- 
schreibt, gilt) die Größe der Brechungsdifferenz von der Zahl (Menge) 
der Erythrocyten unabhängig erweist, sowohl im Rahmen des klinischen 
Zustandsbildes (große und kleine Brechungsunterschiede bei schweren 
Anämien wie auch Polyglobulien), als auch im Reagenzglasversuch, 
zweitens, daß ebenfalls die in diesem Falle notwendige Ausschlags- 
richtung der Brechungsdifferenz im Sinne NS >> VBS nicht aus- 
schließlich zur Feststellung gelangt. 


Schließlich möge betont werden, daß ein exakter Nachweis, daß 
die Brechungsdifferenzen durch Konzentrationsunterschiede, die sich 
vor allem auf Eiweißkörper und Salze beziehen müßten, bedingt werden, 
überhaupt aussteht. Eigene orientierende maßanalytische Unter- 
suchungen des Eiweißgehaltes von refraktometrisch differierendem 
NS und VBS ergaben vorläufig keine Ausschläge von genügender 
Größe, um eine im Rahmen der methodischen Fehlergrenzen liegende 
Ursache mit Sicherheit ausschließen zu können. 


Zu II. Gegen die Annahme qualitativer Veränderungen der Struktur 
der Eiweißkörper als (zumindest mitbedingende) Ursache des ver- 
schiedenen Verhaltens der beiden Serumarten liegen keine unmittel- 
baren Gegengründe vor. Für die Annahme hingegen scheint, abgesehen 
von der Tatsache, daß sich der Gerinnungsvorgang im Vollblute schon 
hinsichtlich des zeitlichen Verlaufs anders (schneller) als im Nativ- 
plasma abspielt, vor allem die Tatsache zu sprechen, daß die bisher 
auf Grund meist veralteter Versuche angenommene Konstanz der 
spezifischen Refraktion der einzelnen Eiweißkörper, wie ich demnächst 
in anderem Rahmen zeigen werde, nicht zu Recht besteht; vielmehr 
lassen sich beträchtliche Unterschiede feststellen, deren Bedingungen 
derzeit nicht bekannt sind. Unmittelbar von vorliegender Frage- 
stellung abhängige Versuche ergaben, daß ein (möglicher, jedoch nicht 
notwendiger) Zusammenhang zwischen Ger Größe der spezifischen 
Refraktion des Fibrinogens und der Größe der Brechungsdifferenz 
nicht besteht. Ob dies auch für nie spezifische Refraktion der Serum- 
eiweißkörper gilt oder nicht, ob weiter direkt nachweisbare Unter- 
schiede der spezifischen Refraktion der Eiweißkörper von NS und VBS 
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als Ursache der Brechungsdifferenz anzunehmen sind, kann erst auf 
Grund weiterer Versuche entschieden werden. 


Zusammenfassend läßt sich demnach feststellen: 

1. daß die Nachprüfung meiner seinerzeitigen Befunde über das 
Verhältnis des Nativserums zum Vollblutserum, die von v. Frey be- 
stätigt, von Gromelski nicht bestätigt worden waren, ein dem früher 
mitgeteilten analoges Ergebnis zeitigte; 

2. daß als Ursache des verschiedenen Verhaltens beider Serum- 
arten neben möglichen Konzentrationsverschiebungen der einzelnen 
Blutkomponenten im Rahmen des Gerinnungsvorganges auch qualitative 
Strukturänderungen der Eiweißkörper mit konsekutiver Verschiebung 
der spezifischen Refraktion in Betracht zu ziehen sind. 


Über Cholesterin im Liquor cerebrospinalis. 


Von 
Fritz Lasch. 


(Aus dem pharmakognostischen Institut und der III. medizinischen Klinik 
der Universität zu Wien.) 


(Eingegangen am 6. Oktober 1924. ) 


Die Frage, ob das Cholesterin einen normalen Bestandteil des 
Liquor cerebrospinalis darstellt oder ob es nur in pathologischen Fällen 
in diesem zu finden ist, ist bis zum heutigen Tage noch nicht eindeutig 
entschieden worden. 


Während eine Anzahl von Untersuchern, wie Mestrezzat!), Chauffart, 
Laroche und Grigaut®)®) und in neuerer Zeit Fabris*), schon im Liquor von 
Gesunden Cholesterin nachwiesen, und zwar Mestrezzat in Spuren, 
Chauffart und seine Mitarbeiter in der Menge von 0,007 bis 0,014 Proz., 
Fabris beim Kinde in der Menge von 0,01 Proz., und beim Kranken noch 
höhere Werte erhielten, fanden Dok BL, Mott) und Bloor?) beim gesunden 
Menschen kein Cholesterin im Liquor, wohl aber bei Erkrankungen des 
Zentralnervensystems. Besonders Pighini zeigte in ausgedehnten Unter- 
suchungen, daß bei P. P. in 86 Proz., Epilepsie in 60 Proz. und Dementia 
praecox in 75 Proz. reichlich Cholesterin, namentlich auf der Höhe des 
Krankheiteprozesses vorhanden sei. Theoretisch dachte er an ein Durch- 
treten des Cholesterins durch die bei den erwähnten Krankheitsfällen 
geschädigten Meningen, die beim gesunden Menschen für Lipoide nicht 
durchgängig seien. Allerdings bediente sich Pighini zum Nachweis des 
Cholesterins einer ziemlich umständlichen chemischen Methode, bei der er 
einen Ätherauszug des Liquors mit Benzol und Natrium verseifte, den 
Rückstand in Alkohol aufnahm und dann aus der Bildung von Kristallen 
beim Stehenlassen auf das Vorhandensein von Cholesterin schloß. Teilweise 
stellte er auch die Liebermannsche Cholesterinreaktion an. Von diesen 
Untersuchungen ausgehend, suchte nun Pighini®) einen direkten Zusammen- 


1) Mestrezzat, Le liquide cephalo-rachidien. Paris, Maloine 1912, S. 145. 

2) Chauffart, Laroche und Grigaut, C. r. des scienc. de la soc. de biol. 1911. 

3) Grrigaut, ebendaselbst 1910; Chem. Zentralbl. 1910 u. 1911. 

t) Fabris Stanislao, Pediatria 29, Nr. 23, S. 1057 bis 1064, 1921. 

5) Pighini, Zeitschr. f. physiol. Chem. 61, 1909. 

¢) Mott, The cerebrospinal Fluid. Lancet 1910. 

7) Bloor, Journal of biol. Chem. 1916 bis 1917. 

8) Pighini, Zentralbl. f. Psych. und Neurologie 1909; Zentralbl. f. 
Neurologie 1910, S. 1270. 
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hang vom Auftreten des Cholesterins und dem Positivwerden der Wasser- 
mannschen Reaktion im Liquor festzustellen. Nach seinen Angaben ist 
bei fast allen Fällen, bei denen Cholesterin im Liquor zu finden ist, auch die 
Wassermannsche Reaktion positiv. Bei der Nachprüfung von Pighinis 
Versuchen fanden Levinson, Loraine, Lendenberger und Honell!) mit der 
Bloorschen Methode bei 80 normalen Fällen niemals Cholesterin im Liquor. 
Bei 28 Fällen von Lues und 16 von Meningitis fanden sie es je dreimal. 
Nur bei cerebralen Hämorhagien konnten sie regelmäßig reichlich Cholesterin 
im Liquor nachweisen; in diesen Fällen genügten dann schon 2 bis 3 cem 
Liquor zum Nachweis. Auch diese Autoren denken bei den positiven Fällen 
an ein Durchtreten des Cholesterins durch die Meningen. Die Behauptung 
Pighinis von einem Zusammenhange der Wassermannreaktion und dem 
Auftreten des Cholesterins im Liquor bestreiten sie. Eine Anzahl anderer, 
namentlich japanischer Untersucher, so Takata!), Kumagava-Shuto?), 
Katakura*)5) wieder leugnet jedes Vorhandensein von Cholesterin im Liquor, 
sowohl bei Gesunden wie auch in den Krankheitsfällen, wie sie von Pighin: 
untersucht wurden. Besonders Shizo Tsuschiga®) untersuchte erst in letzter 
Zeit eine größere Reihe von gesunden und kranken Fällen (P. P., Epilepsie, 
Idiotie, Dementia praecox und manisch depressives Irresein) und konnte 
niemals, weder qualitativ nach Salkoswki und Liebermann-Burchard, noch 
quantitativ nach Auftenrieth-Funk auch nur Spuren von Cholesterin im 
Liquor nachweisen. Es stehen sich also somit ziemlich entgegengesetzte 
Befunde einander gegenüber. Eine Klärung der Frage scheint nun schon 
in Hinsicht auf die Befunde Pighinis vom Positivwerden der Wassermann- 
reaktion und Cholesterinauftreten im Liquor erwünscht, da nach den 
neueren Untersuchungen die Lipoide bei der Wassermannreaktion eine 
nicht unwichtige Rolle zu spielen scheinen. 


Ich habe nun an einer Reihe von Krankheitsfällen, und zwar 
sowohl bei internen und bei Nervenkrankheiten, als auch an gesunden 
Personen Untersuchungen über das Vorhandensein bzw. Auftreten von 
Cholesterin im Liquor cerebrospinalis angestellt und habe dabei auf 
folgende Gesichtspunkte besonderes Gewicht gelegt: 1. Ist Cholesterin 
im Liquor von Normalen vorhanden oder tritt es erst in pathologischen 
Fällen auf? 2. Steht das Auftreten des Cholesterins mit dem Positiv- 
werden der Woassermannreaktion im Liquor in einem Zusammen- 
hang?! 3. Kommt es in Fällen mit starker Vermehrung des Cholesterins 
im Serum zum Auftreten von Cholesterin im Liquor? 4. Erfolgt in 
Fällen von starkem Icterus, wenn es zum Übertritt von Gallenfarb- 
stoffen in den Liquor kommt, derselbe stark icterisch gefärbt ist und 


1) Levinson, Loraine usw., Amer. Journ. of med. scienc. 161, IV, 561 bis 
567, 1921. 

2) Takata, Tohoku Journ. of. exper. Med. 1, 1910; zitiert nach Shizo 
T suschiga. 

3) Kumagava-Shuto, Zitiert nach 8). 

1) Katakura, Kyoto med. Zeitschr. 2, 1914; zitiert nach Shizo Tsuschiga. 

5) Derselbe, ebendaselbst 18, 1916; zitiert nach Shizo Tsuschiga. 

OI Shizo Teuschiga, Zeitschr. f. d. ges. Psychol. u. Neurol. 90, H. 1/2, 

S. 255, 1924. 
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der Cholesterinspiegel im Serum beträchtlich erhöht ist, auch ein Über- 
tritt von Cholesterin in den Liquor? — Es wurden insgesamt 40 Fälle 
untersucht, und zwar 20 von Patienten (Blut und Liquor) und 20 Leichen- 
liquores. Diese verdanke ich dem pathologisch-anatomischen Uni- 
versitätsinstitut (Prof. Maresch). Die Leichenliquores wurden möglichst 
bald nach dem Tode gewonnen und steril auf Eis aufbewahrt, um 
postmortale Veränderungen möglichst zu vermeiden. 


Untersuchungsmethoden. 


l]. Quantitativ. Kolorimetrisch nach Autenrieth-Funk!). Diese 
Methode gibt bei ausreichender Übung ziemlich einwandfreie Resultate. 
Es wurden nur entsprechend der von Autenrieth-Funk angegebenen 
Modifikation der Methode für cholesterinarme Flüssigkeiten die Chloro- 
formauszüge des Liquors nicht auf 100, sondern nur auf 50 ccm gemacht, 
um die Gefahr des Übersehens von kleinen Cholesterinmengen im Liquor 
zu vermeiden. Im Serum wurde die normale Methode angewendet. 
Als normale Werte wurden im Serum 1,4 bis 1,6mg in Leem an- 
genommen. 


2. Qualitativ. Es wurden 10 bis 25cem Liquor bis zum Trockenen 
eingedampft, dann in 2 bis 3 ccm Chloroform aufgenommen und die 
Reaktionen nach Salkowskt und Liebermann-Burchard angestellt. 


3. In den 20 Fällen von Patienten wurde die Wassermannsche 
Reaktion sowohl im Blute als auch im Liquor in den Wassermann- 
instituten der beiden Universitätshautkliniken vorgenommen. 


4. Liquoruntersuchung. Diese wurde zowohl auf Globuline mit 
der Reaktion nach Pandy und Nonne-Apelt vorgenommen, als auch 
eytologisch durch Zählung der Zellen in der Fuchs-Rosenthalschen 
Zählkammer (normal wurden fünf Zellen angenommen). Die Versuchs- 
ergebnisse seien in nachstehender Tabelle kurz wiedergegeben. 


Aus der Betrachtung der Untersuchungsergebnisse ersieht man, 
daß in keinem einzigen von allen 40 Fällen Cholesterin im Liquor 
quantitativ oder qualitativ nachweisbar war. Selbst bei den für die 
Durchwanderungstheorie Pighinis günstigsten Bedingungen, wie im 
Falle 20, bei welchem bei einer Lues cerebri mit meningealen Reiz- 
erscheinungen (Liquorbefund) ein hoher Cholesterinwert im Serum 
(3,2 mg) und ein schwerer Icterus mit icterischem Liquor vorhanden 
war, also einem Beweis für den Übertritt von Gallenfarbstoffen in 
den Liquor, kam es doch zu keinem Durchtritt von Cholesterin durch 
die geschädigten Meningen, wie man es nach den Theorien Pighinis 
erwarten sollte. 


1) Autenrieth-Funk, Münch. med. Wochenschr. 1913, Nr. 62. 
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Auch in allen anderen Fällen war kein Cholesterin im Liquor 
nachweisbar, weder bei Gesunden noch bei P.P. und Epilepsie, bei 
welchen es von Pighini regelmäßig gefunden wurde, noch bei De- 
generationsprozessen des Zentralnervensystems wie multiple Sklerose 
und atherosklerotische Demenz, wie es Mott angibt. Ebenso nicht bei 
Fällen von Meningitis. Nur in einem einzigen Falle (35) waren geringe 
Mengen von Cholesterin im Liquor nachweisbar, doch war in diesem 
Falle der Liquor sehr stark hämorrhagisch und dürfte das Vorhandensein 
des Cholesterins hier darauf zurückzuführen sein. Ein zweiter Fall (32), 
bei welchem der Liquor ebenfalls, jedoch nur sehr schwach hämorrhagisch 
war, war negativ. Auffallend war das Fehlen des Cholesterins im Liquor 
in den Fällen von schwerem Icterus, bei welchen der Liquor durch 
den Übertritt von Gallenfarbstoffen deutlich icterisch gefärbt war. 
Irgend ein Zusammenhang zwischen dem Positivwerden der Wasser- 
mannschen Reaktion und dem Auftreten des Cholesterins im Liquor, 
wie ep Pighini bei P. P. und Epilepsie angibt, konnte nicht gefunden 
werden, es war der Wassermann in einer ganzen Reihe von Fällen 
im Liquor positiv (s. Tabellen), ohne daß Cholesterin im Liquor nach- 
gewiesen werden konnte. Es zeigte sich ferner, daß auch bei sehr stark 
erhöhten Cholesterinwerten im Serum kein Cholesterin im Liquor zu 
finden ist. 

Diese Untersuchungen stehen in Übereinstimmung mit den Be- 
funden von Levimann, Loraine, Lendenberger und Honell, Takata, 
Kumagava Shuto, Katakura und Shizo Tsuschiga und im Gegensatz 
zu den Angaben Pighinis, Motts, Chauffart, Laroche, Grigauts und Fabris. 
Aus welchen Ursachen Cholesterin im Liquor nicht vorhanden ist, ist 
schwer zu entscheiden. Im Zentralnervensystem sind doch reichlich 
Lipoide vorhanden, und es wäre somit zu erwarten, daß bei Zerstörungs- 
prozessen in demselben auch in der ihm so eng benachbarten Flüssigkeit, 
dem Liquor cerebrospinalis, Lipoide wie Cholesterin zu finden wären. 
Ich glaube aber, nachdem selbst bei den dazu günstigsten Bedingungen, 
wie oben gezeigt wurde, kein Cholesterin in den Liquor überzutreten 
scheint, daß die Ursache für das Fehlen des Cholesterins im Liquor 
weniger in der Undurchlässigkeit der Meningen liegt, als in der Zu- 
sammensetzung des Liquors selbst, und zwar besonders in dem geringen 
Eiweißgehalt desselben zu suchen ist. Beträgt dieser doch selbst bei 
stärkster Vermehrung des Eiweißes (Meningitis) nur wenige Promille 
gegen 7 bis 9 Proz. des Serums. Es wurden eingehende Untersuchungen 
in dieser Richtung vorgenommen, über welche in Kürze berichtet 
werden wird. 

Zusammenfassung. 

Es wurden in 20 Fällen von Gesunden und Kranken Blut und 

Liquor und in weiteren 20 Fällen nur der Liquor auf Cholesterin 
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qualitativ und quantitativ untersucht und nachstehende Resultate 
gewonnen: 

l. Es konnte in keinem einzigen Falle weder qualitativ noch 
quantitativ Cholesterin im Liquor nachgewiesen werden, bis auf einen 
Fall, bei welchem der Liquor sehr stark hämorrhagisch war. 


2. Es bestand kein Zusammenhang zwischen positiver Wasser- 
mannscher Reaktion und dem Auftreten von Cholesterin im Liquor. 


3. Ein Übertritt von Cholesterin in den Liquor bei starkem Icterus, 
bei welchem ein Übertritt von Gallenfarbstoffen in den Liquor erfolgte 
und die Cholesterinwerte im Serum stark erhöht waren, fand nicht statt. 


4. In mehreren Fällen von deutlichen meningealen Reizerschei- 
nungen war selbst bei den günstigsten Bedingungen (Icterus) kein 
Cholesterin im Liquor zu finden. Es dürfte daher nicht in der Undurch- 
lässigkeit der Meningen die Ursache für. das Fehlen des Cholesterins 
im Liquor cerebrospinalis zu suchen sein, sondern wahrscheinlich in 
der Zusammensetzung des Liquors selbst. 


Untersuchungen über die Einwirkung von Nitriten 
auf das Wachstum der Pflanzen. 
Nr. 2. 


Von 


D. Fehér und I. Vági. 


(Aus den botanischen und forstlich-chemischen Instituten der kgl. ungar. 


Hochschule für Berg- und Forstingenieure in Sopron.) 


(Eingegangen am 6. Oktober 1924.) 


Die qualitative Analyse ungarischer Alkaliböden zeigt eine gewisse 
Menge von Nitriten an, was auch leicht verständlich ist, nachdem 
diese Böden infolge ihrer großen Bindigkeit in gewissen Jahreszeiten 
wenig O enthalten und dadurch den Denitrifikationsprozeß erleichtern. 

Die Menge der Nitrite ist aber sehr klein, sie betrug nach den 
Untersuchungen von P. Treiz (1) auf einem Katastraljoch bis zu einer 
Tiefe von 1,5 m etwa 25 kg Na NO,, welche Menge ungefähr 0,00005 Proz. 
entspricht. 

Derseibe Forscher untersuchte einen Alkaliboden zwischen 0 bis 
110m Tiefe, und zwar in den Monaten Januar, April, Juni und Jul, 
und fand einen Nitritgehalt von 0,27 bis 1,64 mg pro Kilogramm Boden. 
Die Anwesenheit der Nitrite, welche allgemein als starke Pflanzengifte 
bekannt sind, brachte Treitz zur Vermutung, daß die trostlose Öde 
der ungarischen Alkaliböden in den heißen Sommermonaten den Nitriten 
zuzuschreiben ist, welche auf einzelnen größeren Flächen die gesamte 
Vegetation zum Aussterben bringen. Er bemerkt jedoch ausdrücklich, 
daß er seine Vermutung noch nicht beweisen kann und daß die Klar- 
legung der Frage bei den Bodenverbesserungsversuchen eine Rolle 
spielen wird. 

Im August des Jahres 1924 unternahmen wir beide eine Studien- 
reise in die ungarische Alkalisteppe ‚„Hortobägy‘, von wo wir auch 
Proben kurze Zeit darauf zugeschickt bekamen. 

Die Untersuchung der Böden ergab tatsächlich die Anwesenheit 
von Nitriten, indem die wässerigen Auszüge mit dem Ilosvayschen 
Reagens (2) stark positiv ausfielen, während das P. H. Hermannsche 
Reagens (3) kaum erkennbar die Nitrite anzeigte. 
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Bei der quantitativen Analyse zeigte sich, daß das kolorimetrische 
Verfahren nicht zu gebrauchen war, während die Feldhaus-Kubelische 
Methode 0,4 bis 0,7 mg in 1kg lufttrockenen Boden anzeigte, also 
Werte, welche den Angaben von Treitz vollkommen entsprechen. Da 
nach unserer Ansicht die relativ geringe Menge der Nitrite kaum das 
Absterben der Pflanzen verursachen könnte und vielmehr dem Gehalt 
von Na,CO, oder dem gänzlichen Wassermangel während der Sommer- 
monate, das Aussterben der Vegetation zuzuschreiben ist, entschlossen 
wir uns, eine Versuchsreihe über die Giftigkeit des NaNO, anzustellen. 

Zu diesem Zwecke wurde zuerst eine ungefähr Iproz. NaNO,- 
Lösung dargestellt, deren genaue Analyse nach dem Titrierverfahren 
in 1000 ccm Lösung 6,8489g N-O, oder 12,4348 g NaNO, ergab. 

Diese Lösung wurde für unsere Vegetationsversuche angewendet, 
bei welchen wir immer 1000 g lufttrockenen Gartenbodens heranzogen, 
und zwar in der Weise, daß in sieben Vegetationsgefäßen aus Glas, 
von welchen jedes 1000 g lufttrockenen Bodens enthielt, die Boden- 
mengen 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,12, 1,56ccm aus dieser Natrium- 
nitritlösung bekamen. Zu diesen vorbereiteten Bodenproben gaben 
wir pro Gefäß 20 ausgewählte Weizenkörner und selbstverständlich 
dieselbe Körnerzahl in ein Kontrollgefäß mit 1000 g Boden aber ohne 
Nitritlösung. 

Die Gefäße 1 bis 6 bekamen dadurch annähernd 1,24348, 0,62174, 
0,31087, 0,15543, 0,07271, 0,03635, 0,01817g NaNO,, also solche 
Nitritmengen, welche die Menge der Nitrite in den ungarischen Alkali- 
böden 15- bis 1000mal übertreffen. 

Der Versuch begann am 3. Juli 1924 im Gewächshause, und am 
24. Juli bot sich folgendes Bild: In allen Gefäßen kamen die Weizen- 
pflanzen zur Entwicklung und erreichten eine Höhe von 30cm, ein 
Unterschied in der Größe und Färbung war überhaupt nicht zu kon- 
statieren, und die Kontrollprobe unterschied sich überhaupt nicht von 
den anderen. Auch nach einer Woche war kein Unterschied zwischen 
den Pflanzen zu beobachten. 

Nach der vierten Woche wurde der Boden qualitativ auf Nitrite 
untersucht, und zwar mit dem Ilosvayschen (2) und dem Hermann- 
schen (3) Reagens. Die Untersuchung zeigte sehr starken Nitritgehalt, 
und bei den Bodenproben mit mehr Nitrit entstand schon nach einigen 
Minuten ein starker rötlicher Niederschlag. 

Jetzt wurde zu der zweiten Versuchsreihe geschritten, in der unter 
denselben Versuchsbedingungen zuerst die Weizenpflanzen bis zu 
20 cm Höhe zur Entwicklung gelangten, und dann 1,24384 und 0,62174 g 
NaNO, po 1000 g Boden erhielten. Nach Verlauf von 14 Tagen war 
zwischen der Kontrollprobe und den Proben, die mit Na N O, behandelt 
wurden, gar kein Unterschied im Wachstum zu erkennen und wurden 
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auch keine Vergiftungserscheinungen beobachtet. Die qualitative 
Untersuchung der Bodenproben ergab mit dem Ilosvayschen und 
Hermannschen Reagens eine sehr starke Färbung auf salpetrige Säure. 

Um gleichzeitig die Veränderungen in dem Nitritgehalt des Ver- 
suchsbodens kontrollieren zu können, haben wir parallel mit den Vege- 
tationsversuchen folgende Kontrollanalyse durchgeführt: 

Zu 83,9562 und 49,1294 g lufttrockenen Bodens, in 2-Liter-Kolben 
aus Jenenser Glas, wurden im annähernd gleichen Verhältnis mit dem 
Vegetationsversuch 8,41 cem = 0,0576 g N,O, und 4,93 ccm = 0,0338 g 
N,0,-Nitritlösung und je 25 ccm destillierten Wassers zugesetzt und die 
Kolben verkorkt. Nach 14 Tagen bekamen die Bodenproben je 1000 ccm 
destillierten Wassers, welches pro Liter 20 g KCl enthielt, und wurden 
dann auf 48 Stunden nach öfterem Umschütteln stehengelassen. Nach 
weiteren 24 Stunden war die Lösung ganz klar, und aus dieser Lösung 
wurden 100 ccm herauspipettiert und diese zur Bestimmung der Nitrite 
nach dem Feldhaus-Kubelischen (4) Verfahren verwendet. Die Analyse 
ergab 0,0031, 0,00308, 0,0026, 0,0025, 0,0025 g N-O, in 100 ccm Wasser 
oder 0,0266 und 0,0318 g N,O, in den beiden Bodenproben. Auf 1000 g 
luftrockenen Bodens ergeben sich also: 0,3883g N,O, und 0,5414 g 
N,O,. 

Also Mengen von Nitriten, die den Nitritgehalt der ungarischen 
Alkaliböden 1000 fach überschreiten, ohne die Vegetation zu vergiften. 

Diese zwei Versuchsresihen zeigten also, daß in den untersuchten 
Böden pro Kilogramm Boden mehr als Ig NaNO, selbst nach 4 Wochen 
keine Vergiftung der Pflanzen zustande bringen konnte, daß also die 
Spuren von Niüriten in den ungarischen Alkaliböden unmöglich das 
Aussterben der Vegetation verursachen können. 

Weitere Versuche sind noch im Gange. 
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Untersuchungen 
über den Einfluß der Bakterien auf die Gallensäuren. 


Von 


H. Licht. 
(Aus der medizinischen Universitätsklinik Breslau.) 
(Eingegangen am 7. Oktober 1924.) 


Der physiologische Kreislauf der Gallensäuren kann wohl heute 
als gesicherte Tatsache angesehen werden. Die von der Leber in den 
Darm sezernierten Gallensäuren werden in ihm zum größten Teil in 
die Blutbahn wieder resorbiert, dann von der Leber von neuem ab- 
gefangen und erneut durch die Galle ausgeschieden. 

So sah z. B. Stadelmann bei Hunden mit kompletter Gallenfistel bei 
Verfütterung von gallensauren Salzen eine starke Zunahme der Gallensäuren 
in der Galle. E. Wertheimer goß Schweinegalle ins Duodenum eines Hundes 
und konnte 10 bis 20 Minuten nach der Injektion durch BaCl, einen dicken 
Niederschlag von Glykocholaten in der Hundegalle erzielen, die normaler- 
weise fast nur Taurocholsäure enthält. Besonders eingehende Kenntnisse 
über den Gallensäurenkreislauf verdanken wir Untersuchungen von v. Berg- 
mann, die neuerdings von Foster und Hooper bestätigt worden sind. Nach 
diesen Untersuchungen steigt die Gallensäurenausscheidung beim Gallen- 
fistelhunde stark an, wenn man ihm Cholsäure und noch in höherem Maße, 
wenn man ihm Cystin und Cholsäure zusammen zuführt. Mit dieser ver- 
mehrten Gallensäurenausscheidung dürfte die bekannte cholagoge Wirkung 
der Gallensäuren in Zusammenhang stehen, die in neuester Zeit zu thera- 
peutischen Zwecken verwendet worden ist (vgl. Pohl, Neubauer u. a.). 


Ein Teil der sezernierten Gallensäuren verläßt den Körper durch 
den Darm. Hoppe-Seyler fand im Hundekot größere Mengen von 
Cholsäuren, Tschernoff in den menschlichen Fäzes Cholalsäure bis zur 
Menge von 0,2g pro die, Thannhauser und seine Mitarbeiter fanden 
gleichfalls in ihren Untersuchungen in menschlichen Fäzes meßbare 
Mengen von Cholsäure, Ury dagegen konnte in normalen Fäzes keine 
oder höchst geringe Spuren von Gallensäuren finden. Chabrol und 
Benard berechneten die im untersten Darm befindliche Menge der 
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Gallensäuren auf !/,, der in 12 Stunden durch eine inkomplette Gallen- 
fistel ausgeschiedenen Menge Gallensäuren. 


Ob nun die in dem Darm ausgeschiedenen Gallensäuren als solche 
rückresorbiert oder ob sie zum Teil im Darm durch Fermente oder 
Bakterien verändert werden, darüber liegen bis in jüngster Zeit ein- 
deutige Versuche nicht vor. 


Hoppe-Seyler glaubte, daß die Taurocholsäure im Darme des Hundes 
gespalten werde. Stadelmann beobachtete eine starke Zunahme von Tauro- 
cholsäure in der Galle eines Hundes, dem er Ochsengalle verfüttert hatte; 
er schloß daraus, daß die Glykocholsäure der Ochsengalle im Darm des Hundes 
gespalten worden sei und die frei gewordene Cholsäure sich mit Taurin zur 
Taurocholsäure verbunden habe. rzeugende Beweiskraft kommt diesen 
Versuchen wegen der noch unzureichenden chemischen Untersuchungs- 
methodik, die die Autoren anwandten, nicht zu. Weinland sagt in Nagels 
„Handb. d. Physiol.‘‘, daß ein Ferment, das Glykocholsäure in Glykokoll 
und Cholsäure spalte, nicht bekannt sei. Rosenthal und v. Falkenhausen 
geben neuerdings an, daß sie kein Spaltungsvermögen der Pankreasfermente 
bzw. des Duodenalsaftes auf Gallensäuren feststellen konnten. 


Trotz dieser widerspruchsvollen Befunde spielt die Frage der 
Spaltung der Gallensäuren durch Bakterien eine große Rolle in der 
Diskussion über die Entstehung der Gallensteine. Weisen auch die 
Experimente von Aschoff und Bacmeister darauf hin, daß es nicht 
no;wendigerweise der Infektion bedarf, um Gallensteine entstehen zu 
lassen, so ist doch der große Einfluß der bakteriellen Invasion in Gallen- 
blase und Gallenwege auf die Entstehung der Gallensteine durch die 
S:udien Naunyns, Kramers, Gerards, Lichtwitz’ klargelegt. 

Gerard beimpfte eine Lösung von Cholesterin in Gallensäuren 
mit Bact. coli. Nach 2 bis 3 Tagen fiel das Cholesterin aus; sterile 
Kontrollröhrchen blieben klar. Kramer impfte eine Mischung von 
menschlicher Galle und alkalischer Peptonbouillon mit Bact. coli, 
typhi; nach mehrwöchigem Verweilen im Brutofen trat eine starke 
Ausfällung von Cholesterin und anderen Gallenbestandteilen auf. 
Diese Autoren schienen damit die alte Theorie von Thudichum zu be- 
stätigen, der glaubte, daß das Cholesterin deshalb ausfalle, weil sein 
Lösungsmittel, die Gallensäuren, durch die Bakterien in Glykokoll 
bzw. Taurin und Cholsäure zersetzt werde. Gegen diese Anschauung 
Thudichums wandte sich Naunyn, weil nach den Untersuchungen 
P. Minkowskis auch Glykokoll und Cholsäure das Ausfallen des Chol- 
esterins verhindern. Lichtwitz allerdings erklärt die Wirkung der 
Bakterien auf die Ausfällung von Cholesterin auf andere Weise: Nach 
ihm haben Bakterienaufschwemmungen den Charakter einer kollo:dalen 
Lösung, sind anodisch geladen; in der Galle erzeugen sie eine saure 
Reaktion, sie werden kathodisch geladen und fällen nun das in kolloidaler 
Lösung befindliche Cholesterin aus. 
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Die ganze strittige Frage des Einflusses der Bakterien auf die 
Gallensäuren und auf die Entstehung der Gallensteine wurde in neuerer 
Zeit eingehend von Exner und Heyrovsky bearbeitet. Diese Autoren 
zeigten eindeutig, daß durch die Bakterien die gallensauren Salze in 
Galle und in Bouillon zersetzt werden; besonders durch die Bakterien 
der Koli-Typhusgruppe wurde eine Verminderung der gallensauren 
Salze um das Vier- bis Fünffache erzielt. Bakterien anderer Gruppen 
hatten eine geringere Abnahme der gallensauren Salze zur Folge. 
Exner und Heyrovsky weisen nochmals nach, daß sowohl bei der 
Menschen- wie bei der Rindergalle durch Impfung mit Bakterien die 
` Fähigkeit, Cholesterin zu lösen, beträchtlich abnimmt, und sie nehmen 
wohl mit Recht an, daß hierbei die nachgewiesene Abnahme der gallen- 
sauren Salze eine Rolle spielen müsse. Sie sprechen die Vermutung 
aus, daß die Glykocholsäure nicht nur in Glykokoll und Cholsäure ge- 
spalten wird, sondern daß auch die Cholsäure so weit verändert wird, 
daß sie die Pettenkofersche Reaktion nicht mehr gibt. 


L 

Auf Veranlassung von Herrn Prof. Rosenthal habe ich nun die 
Frage untersucht, ob es den üblichen Bakterien, die unter normalen 
und pathologischen Verhältnissen in den Gallenwegen und im Darm 
am häufigsten vorkommen, gelingt, die Gallensäuren in Glykokoll 
bzw. Taurin und Cholsäure zu spalten. Die Möglichkeit, diese Frage 
anzugreifen, gab mir die von Foster und Hooper angegebene gaso- 
metrische Bestimmung der Gallensäuren in der Galle. Bei dieser 
Methode wird auf gasometrischem Wege nach van Slyke der freie 
aliphatische Aminostickstoff des alkohollöslichen Anteils der Galle 
bestimmt, dann in der gleichen Menge nach Hydrolyse mit 16proz. 
Natronlauge der Gesamt-Aminostickstoff. Subtraktion des freien 
Aminostickstoffs vom Gesamt-Aminostickstoff gibt den Stickstoff der 
Gallensäuren. Spalten nun die Bakterien die Gallensäuren an ihrer 
Kuppelungsstelle, so mußte man eine Abnahme des Gallensäuren- 
Aminostickstoffs feststellen können. 

Ich benutzte bei meinen Versuchen sterilisierte Menschengalle, 
die durch chirurgische Choledochusdrainage gewonnen war. In einem 
Kölbchen wurden 40 ccm Galle nochmals sterilisiert und bakteriologisch 
auf Sterilität geprüft, hierauf mit 2 Tropfen einer dichten physiologischen 
Kochsalzabschwemmung einer 24 bis 48 Stunden alten Agarkultur 
geimpft und 8 bis 14 Tage im Brutschrank gelassen. Vor der Ver- 
arbeitung wurde geprüft, ob die eingeimpften Bakterien als Reinkultur 
angegangen waren. Vor und während der Versuche wurde des öfteren 
die sterile Galle untersucht; stets wurden Doppelbestimmungen vor- 
genommen. 
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Tabelle 1. 
10 ccm Galle enthalten: 











D de bakel. 
| ar Ges.sAmino-N |Freies Amino«N | Gallensäuren,N 
rkung 
$ Te | mg i mg mg 
Steril `... "Län wë | 1,022 
Nach Beimpfung mit 7 1,3199 0,312 , 1,0079 
Bact. coli Stamm I | | 14 1,337 0,304 1,033 
A 1,296 | 0,246 | 1,08 
| 
7 1,369 ' 0212 1,157 
Bact. coli Stamm II | | 44 1374 | 0202 | 1172 
. 7 | 1404 | 0222 | 1182 
Bact. faec. aloalig. | 14 1,397 0391 1.006 
| 7 1,2027 0,196 1,0067 
Bact. proteus x 19. | 14 1'307 | 0.174 1133 
| 7 1,34 0,213 1,127 
Bact. typhus - - - | O M 1.213 | 0.2006 1.0124 
7 1,32 | 1,018 
Bact. pyocyaneus - } | 14 | 1,28 | GER 08 
Streptococcus pyog. 7 1,368 0,47 ' 1121 
longus 14 1,288 | 0219 , 1,069 
Staphylococcus 7 | 1,387 0,299 | 1,188 
Aureus 14 ' 1,206 0,253 | 1,043 


Aus dieser Tabelle geht hervor, daB auch eine I4tägige Bebrüstung 
mit den in der Tabelle angeführten Bakterien keine erheblicheren ver- 
wertbaren Veränderungen an dem gasometrisch ermittelten Aminostickstoff 
der Gallensäuren hervorruft. Die Ausgangswerte des Geallensäuren- 
stickstoffs und die Werte nach längerer Bebrütung zeigen nur so geringe 
Differenzen, daß sie noch in den Bereich der Fehlerquelle der Methode 
zu rechnen sind. Wir dürfen somit hieraus den Schluß ziehen, daß 
den geprüften Bakterien keinerles spaltende Eigenschaften in der Richtung 
einer Sprengung des Gallensäuremoleküls zwischen Aminosäuren- und 
Cholsäurekomplex zukommt. Gleichzeitig zeigt die entsprechende Über- 
einstimmung des Gallensäurenstickstoffs bei den verschiedenen Frak- 
tionen, daß ein auf die Bakterien und ihren Stoffwechsel zu beziehender 
Aminostickstoff nicht als wesentliche Fehlerquelle bei unseren Versuchen 
in Betracht kommt. 

In weiteren Untersuchungen wurde dann der Einfluß von wässeriger 
Stuhlaufschwemmung und der im Duodenum vorhandenen Fermente 
auf die Gallensäuren festgestellt. Die Gallenproben, die mit mehreren 
Tropfen einer wässerigen Fäzesaufschwemmung beimpft waren, wurden 
hierauf unter den üblichen aeroben und anaeroben Bedingungen 
gehalten. 


Einfluß der Bakterien auf die Gallensäuren. 163 


Tabelle II. 
LO eem Galle enthalten: 


































Nach Beimpfun g mit ara Ges.-Amin N | Freies Amino»N E 
Tage RN Bin Ban. 

en A fk E 123 | 032 | 1101 
Duodenalgalle - - - | 14 139 ı 0 ` 1137 
Fäzes unter aeroben | 7 1,314 0,303 1,111 

Bedingungen 14 1,424 0,318 1,106 
Fäzesunteranaeroben | 7 1,375 0,246 1,029 

Bedingungen L 1 1,502 0,288 1,214 


Zeigten die vorangehenden Versuche in Tabelle I, daß Rein- 
kulturen von Bakterien, der Galle zugesetzt, die Gallensäuren nicht 
spalten, so geht aus den Versuchen in Tabelle II hervor, daß die in 
der Stuhlaufschwemmung vorhandene gewöhnliche Darmflora und ebenso 
auch die Darmfermente gleichfalls nicht die Kuppelung der Gallensäuren 
zu sprengen vermögen. 

II. 


Nachdem wir im voranstehenden Abschnitt zeigen konnten, daß 
den Bakterien ein Spaltungsvermögen für die gekuppelten Gallensäuren 
an ihrer Kuppelungsstelle abgeht, erschien es uns doch im Hinblick 
auf die oben besprochenen Versuchsergebnisse von Exner und Heyrovsky 
wünschenswert, nochmals der Frage nachzugehen, ob die Bakterien 
an anderer Stelle den Gallensäurenkomplex zu verändern vermögen. Zu 
diesem Zwecke bedienten wir uns zum quantitativen Nachweis der 
Gallensäuren der gravimetrischen Methode nach dem Prinzip von 
Exner und Heyrovsky. 


Tabelle 111. 


Bouillon, versetzt mit Natr. glycoch. (Merck), enthielt nach zehntägigem 
Aufenthalt im Brutschrank: 


Steril 2.4 a ne ee 170 mg 
Nach Beimpfung mit: 
Bact Oli... 0%. 3 uns a war A 30 „ 
Bact. typhi . 22... NEEN NI 55 
Bact. Ge RE d EE e 46 , Natr. glycochol. 
Bact. pyocyanew .... 2.222000. 45 „ 
Sop as longus ee ‘e 125 „ 
Staphylococcus aureus . . . 2 22 2 200. 133 „ 


Aus diesen Versuchen geht hervor: Die geprüften Bakterien ver- 
ändern die Gallensäuren so, daß sie zum großen Teil nicht mehr graw- 
metrisch nachzuweisen sind, und zwar in besonderem Maße — worauf 
auch Exner und Heyrovsky hinweisen — die Bakterien der Koli-Typhus- 
gruppe, was ja im Hinblick auf die Genese der Cholelithiasis von ge- 
wissem klinischen Interesse ist. Hieraus folgert, daß die Bakterien, 
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da sie nach den mit der gasometrischen Methode ermittelten Versuchs- 
ergebnissen die Gallensäuren an ihrer Kuppelungsstelle nicht zu sprengen 
vermögen, offenbar am Cholsäurekomplex angreifen und dort zu weiteren 
Veränderungen führen. Über die Art dieser Abbauvorgänge sollen 
weitere Untersuchungen angestellt werden. Daß bei Fäulnis aus 
Cholsäure Desoxycholsäure entsteht, wie Mylius annahm, widerlegen 
Versuche von H. Wieland und H. Sorge. 

Man darf somit aus unseren Versuchen als Gesamtergebnis den 
Schluß ziehen, daß unter dem Einfluß der geprüften, sowohl für die 
Physiologie als auch für die klinische Pathologie der Gallenwege und 
des Darms wichtigen Bakterien die Gallensäuren teils im Darm, teils 
gegebenenfalls in den Gallenwegen Veränderungen in der Richtung 
erfahren können, daß die gekuppelten Gallensäuren zu gekuppelten 
Abbauprodukten umgewandelt werden, bei denen die Bindung zwischen 
Aminosäure und dem Cholsäurederivat nicht aufgehoben wird. Hieraus 
ergibt sich weiter, daß man Bilanzversuchen des Gallensäurenstoff- 
wechsels, welche sich auf der gravimetrischen oder titrimetrischen Be- 
stimmung der Cholsäure im Stuhl aufbauen, keine entscheidende 
Beweiskraft zuerkennen kann. Jedenfalls wird man sich angesichts 
der Befunde wesentlich kompliziertere Vorstellungen über den Gallen- 
säurenkreislauf machen müssen als bisher. Ob diese gekuppelten Abbau- 
produkte der Gallensäuren nach ihrer Resorption durch die Darm- 
schleimhaut noch weiter in ihre Bausteine zerschlagen und von neuem 
in der Leber synthetisiert oder wieder an ihrem Cholsäurekomplex 
reorganisiert werden, entzieht sich vorläufig der Beurteilung. Ähnlich 
wie beim Urobilin (s. neuere Untersuchungen von Kämmerer) können 
sich somit die Bakterien als ein den Kreislauf der Gallensäuren variierender 
Faktor einschieben. 
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III. Mitteilung: 


Der Einfluß der Wärmestrahlen auf Blutreaktion, 
Alkalireserve und Mineralbestand. 


Von 
Christian Kroetz. 


(Aus der medizinischen Klinik der Universität Greifswald.) 
(Eingegangen am 10. Oktober 1924.) 


Die unter Wärmeeinwirkung beobachtete Alkalose kann in Vergleich 
gestellt werden mit der Hyperventilationsalkalose!) und mit der 
Strahlungsalkalose?). Im ersteren Falle ließe sich eine primäre 
Steigerung der Ventilationsgröße zum Zwecke vermehrter Wärmeabgabe 
(,, Wärmedyspnoe‘‘), hervorgerufen durch einen zwischen Wärmezentrum 
und Atemzentrum ablaufenden Reflex, annehmen; die Senkung der 
CO,-Spannung würde bei dem Ausbleiben einer kompensatorischen 
Hypokapnie zur alkalotischen Reaktionsumstimmung führen, wie es 
für die künstliche Hyperventilation des Menschen bekannt ist. Im 
anderen Falle würde eine primäre, entweder auf hämatogenem Wege 
ausgelöste (hämatogene) oder örtlich entstandene (zentrogene) Milieu- 
änderung im Atemzentrum zur Erniedrigung der Reizschwelle für die 
Cy, zur Einstellung der Blutreaktion auf einen mehr alkalischen Wert 
Veranlassung geben. 

Die vorliegenden Befunde bei Wärmeeinwirkung gestatten es nicht, 
die Frage zugunsten der einen oder anderen Erklärung zu entscheiden. 
Bazett und Haldane?), welche die körperlichen Symptome der Wärme- 
wirkung durch die bei niedriger CO,-Spannung erschwerte O,-Abgabe 
an das Gewebe erklären, widmen dem Wege, der zu dieser Senkung 


Haldane und Kennaway, Journ. of Physiol. 54, 32, 1920; Kl. Gollwitzer- 
Meier und E. Chr. Meyer, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 40, 70, 1924. 
2) Kroetz, diese Zeitschr. 151, 146 u. 349, 1924. 
3) Bazett und Haldane, Kongreß-Zentralbl. f. d. ges. inn. Med. 20, 
341, 1921. 
4) Haggard, Kongreß-Zentralbl. f. d. ges. inn. Med. 17, 153, 1921. 
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im heißen Bade eine unveränderte Alkalireserve und eine Alkalose 
feststellten, würden die Wärmealkalose direkt in Parallele setzen zur 
Hyperventilationsalkaloese des Menschen. Andererseits scheint die 
von Caiori, Crouter und Pemberton!) ermittelte Hyperkapnie die Wärme- 
alkalose an die Seite der Strahlenalkalose zu rücken. Doch spielt 
sowohl bei Haggard als bei den letztgenannten Autoren der Temperatur- 
koeffizient (Erhöhung der Körperwärme während des Versuchs) eine 
noch nicht völlig übersehbare Rolle. 

Die im folgenden berichtete Versuchsreihe wurde angestellt, um die 
Frage in der einen oder anderen Weise zu klären. Es wurde Wert darauf 
gelegt, bei der Wärmeeinwirkung eine Erhöhung der Körpertemperatur zu 
vermeiden. ` Bei keiner Versuchsperson war am Ende des Versuchs die 
Rektaltemperatur erhöht. Die Ergebnisse sind deshalb eindeutiger als in 
jenen Versuchsanordnungen, wo infolge erhöhter Körperwärme die alveolare 
H,O-Spannung, die CO,-Löslichkeit, die CO,-Bindungsfähigkeit und der 
Dissoziationsgrad der Elektrolyte beeinflußt wird. 

Die Versuchsmethodik schloß sich genau an diejenige der früheren 
Arbeit an. Als Wärmequelle diente die Wärmestrahlung eines elektrischen 
Lichtbades (Kohlenfadenlampen); aus dem wärmedichten Verschluß des 
Lichtkastens tauchten Hals und Kopf auf. Versuchspersonen waren gesunde 
junge Männer (1 bis 3) und ein älterer Patient, der an beginnendem Malum 
coxae litt. Die Versuchspersonen waren 1 Stunde vor Versuchsbeginn in 
den Untersuchungsraum gebracht; Alveolarluftbestimmungen und Blut- 
entnahmen vor und nach der Wärmeeinwirkung wurden unter völlig gleichen 
äußeren Bedingungen durchgeführt. Die Protokolle sind im Anhang wieder- 
gegeben. 

Die Senkung der alveolaren CO,-Spannung unter Wärmeeinwirkung 
betrug in den vorliegenden Versuchen 2,8 bis 88mm Hg. Sie war 
in keinem Falle von einer Änderung der Lage der CO,-Bindungskurve 
begleitet, die Alkalireserve des Blutes blieb stets völlig unverändert. 
Es kam infolgedessen zu einer deutlichen Verschiebung der aktuellen 
Reaktion des Blutes nach der alkalischen Seite, das py stieg um 0,02 
bis 0,077 an. Diese Befunde sind eine Bestätigung der Angaben Boycotts 
und Haldanes?), Bazetts und Haldanes, Haggards über die Senkung der 
alveolaren CO,-Spannung sowie der gasanalytischen ?g-Messungen 
Haggards. Was die Alkalireserve betrifft, so sind die in der Literatur 
vorliegenden Daten nicht ohne weiteres vergleichbar; denn sie sind in 
Versuchen gewonnen, die mit Erhöhung der Körpertemperatur unter 
Wärmeeinwirkung einhergingen. Von Haggard wurde unter diesen 
Umständen eine unveränderte, von Casori, Crouter und Pemberton eine 
erhöhte Lage der Bindungskurve ermittelt. Für die höhere Körperwärme 
tritt dabei eine geringe Senkung der Kurvenlage in Geltung. Haggard 
hat betont, daß die letztere zur Kompensation des Abfalls der alveolaren 


1) Caiori, Crouter und Pemberton, Journ. of biol. Chem. 57, 1, 1923. 
2) Boycott und Haldane, Journ. of Physiol. 87, 355, 1908. 
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CO,-Spannung nicht ausreicht, was um so mehr bei der Hyperkapnie 
Caioris, Crouiers und Pembertons gilt. In den vorliegenden Versuchen 
fällt hingegen der Einfluß einer Temperaturänderung weg: die Lage 
der CO,-Bindungskurve entspricht unmittelbar der Alkalireserve des 
Blutes bei der obwaltenden Versuchstemperatur. 

Der Wasser-, Eiweiß- und Salzbestand des Serums zeigt unter 
dem Einfluß der Wärmeeinwirkung und der begleitenden Schweiß- 
absonderung starke Verschiebungen. Die Trockensubstanzwerte, der 
refraktometrische Eiweißgehalt, die relativen Hämatokritzahlen nehmen 
zu; jedoch sind die prozentualen Änderungen nicht gleichmäßig, was 
aus Tabelle I deutlich hervorgeht. 


Tabelle I (prozentuale Änderungen). 

















———— R 
| Trocken» Eiweiß Hä krit. 
Nr. l Substanz | defteg i aen i A ı Na 
1 N 0 +53 | +39 © +14 ' +10 | +03 
2 i +23 +12 | +11 +23 +10 
3 | +38 | +17 į +12 +36 | —13 
4 | +30 Län AU 1 £0 | —06 


Die Tabelle lehrt, daß bei Berücksichtigung der Serumeindickung 
der absolute Eiweißgehalt abgenommen hat, eine Feststellung, die 
im Lichtbad erstmals von Nonnenbruch und Bogendörfer!) erhoben 
worden ist (Versuchsnummer 9/10 ihrer Tabelle 1); es ist an das 
Gewebe ‚eine stark eiweißhaltige Flüssigkeit‘ abgegeben worden. Der 
Eiweißabstrom drückt sich auch aus -in der Abnahme des Anionen- 
defizits, welches ja die Menge der Alkaliproteinate anzeigt. Die 
Hämatokritzahlen, die sich auf das mit Luft geschüttelte defibrinierte 
Blut beziehen und daher die Wasserbewegungen im Serum ohne Ent, 
stellung durch die stattfindenden Änderungen der CO,-Spannung des 
Blutes dartun, folgen der Trockensubstanz nicht ganz. — 24 Stunden 
nach der Wärmeeinwirkung ist eine deutliche Serumverdünnung nach- 
weisbar (Tiockensubstanz- und Hämatokritwerte). 

Die mit der gemessenen Senkung der CO,-Spannung verbundenen 
Austauschvorgänge?) zwischen Körperchen und Serum beeinflussen 
besonders die Na- und Cl-Konzentration im Serum: das Cl nimmt zu, 
das Na ab. Von der aus den Protokollen ersichtlichen Cl-Zunahme 
nach Wärmeeinwirkung ist somit — um ein wahres Bild des zu unter- 
suchenden, zwischen Blut und Gewebe ablaufenden Austausches zu 


1) Nonnenbruch und Bogendörfer, Deutsches Arch. f. klin. Med. 188, 
392, 1920. 

2) Fridericia, Journ. of biol. Chem. 42, 245, 1920; Gollwitzer-Meser und 
Meyer, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 40, 77, 1924; Mellanby und Wood, 
Journ. of Physiol. 57, 113, 1923. 


12* 


168 Chr. Kroetz: 


erhalten — zunächst ein gewisser Abstrich, entsprechend dem aus dem 
Körperchen stammenden Cl, zu machen; es bleibt dann die Cl-Zunahme 
noch stärker hinter der Zunahme der Trockensubstanz zurück, anders 
ausgedrückt: es ist eine chlorreiche Flüssigkeit aus dem Blute ab- 
geströmt. Umgekehrt ist — zur Ausschaltung der bluteigenen Aus- 
tauschvorgänge — den Na-Werten ein kleiner Betrag zuzuzählen ` der 
Unterschied zwischen der großen H,O-Abnahme und der geringen 
Na-Zunahme wird damit etwas verringert und etwa dem Ausmaß des 
Wasser- : Chlorunterschiedes angenähert: Das aus dem Serum in das 
Gewebe verschwindende Chlor wird von etwa gleichviel Natrium 
begleitet; es strömt aus dem Blute eine ene. und kochsalzreiche 
Flüssigkeit ab. 

Nach den für ultraviolette und Röntgenstrahlen erhobenen Be- 
funden (Kroetz) ist es nun von besonderem Interesse, das Verhalten 
des Anionendefizits und des Ionengleichgewichts im Serum unter Wärme- 
einwirkung zu verfolgen. 

Das Anionendefizit nimmt nicht zu (s. Protokolle), sondern um- 
gekehrt etwas ab, letzteres ein Ausdruck der Eiweißverminderung im 
Serum; das Kalium — Phosphate—Calcium-Gleichgewicht!) zeigt nur 
geringfügige Verschiebungen, die keinesfalls an diejenigen heranreichen, 
welche bei den genannten kurzwelligen Strahlen ermittelt worden 
waren. Was schon aus der unveränderten Alkalireserve zu entnehmen 
war, zeigt sich also auch in dem fehlenden Anstieg des Anionendefizits, 
daß nämlich unter Wärmeeinwirkung keine fremden fixen Säuren in das 
Blut einströmen. Das Ionengleichgewicht, von dem wegen seiner Bedeutung 
für die Erregbarkeit des Atemzentrums?) wiederum das Teilverhältnis 

= (Kanmi > Greene) im Vordergrunde steht, erfährt unter 

Calcium 

Wärmeeinwirkung keine maßgebende Vęränderung. Die Änderungen 
dieses Teilverhältnisses (Qa, vorletzter Stab der Protokolle) betragen 
+1,4, +5,4, +0,9, +1,5 Proz., Ausschläge, die neben denjenigen, - 
welche für ultraviolette und Röntgenstrahlen gefunden worden waren 
(12 bis 59 Proz.), verschwinden, und das bei annähernd gleichem Ausmaß 
der Senkung der Cy des Blutes (Rs, letzter Stab der Protokolle), hier 
16, 14, 12, 4 Proz., dort 3 bis 24 Proz. 

Der Vergleich der Einwirkung der Wärmestrahlung mit derjenigen 
der ultravioletten und Röntgenstrahlen ergibt somit eine Reihe maß- 
gebender Unterschiede: bei Wärmestrahlung kein initiales Acidose- 


1) Diese drei Ionen fanden sich in den Analysen kaum verändert; 
die Umrechnung auf konstanten Wassergehalt erübrigt sich bei ihnen, da 
der Nachdruck allein auf dem Verhältnis ihrer Konzentration liegt. 

2) Kl. Gollwüzer-Meier, diese Zeitschr. 151, 54, 1924. 
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stadium, kein Anwachsen des Anionendefizits, keine Verschiebung des Teil- 

NEE om ) Es läßt sich hier also keines der 
Calcium 

Glieder nachweisen, die dort über den Weg einer Umstellung im orga- 

nischen und anorganischen Haushalt der Säfte zu einer örtlichen Milieu- 

veränderung im Atemzentrum, zu einer Modifizierung des normalen 

Atemreizes geführt haben. 

Was den Weg betrifft, auf dem die Wärmealkalose entsteht, so ist 
hiernach die eingangs gestellte Frage, ob bei Wärmeeinwirkung im 
Blute stoffliche Veränderungen nachweisbar sind, welche die Reiz- 
schwelle des Atemzentrums für den normalen Atemreiz hämatogen 
beeinflussen, wenigstens was das anorganische Ionengleichgewicht an- 
geht, zu verneinen. Andere stoffliche Änderungen im Blute, vor allem 
in seinem organischen Bestand, die unserer Analyse heute noch nicht 
meßbar sind, werden damit natürlich nicht ausgeschlossen; jedoch 
dürfte es mehr als zweifelhaft sein, daß ihnen eine primäre Rolle 
zukommt und von ihnen eine hämatogene Alkalose ausgeht. Die 
Annahme einer zenirogenen Entstehung findet in den vorliegenden 
Versuchsdaten keine greifbare stoffliche Unterlage. Gleichwohl ist 
mit ihrer Möglichkeit durchaus zu rechnen. So könnte der örtliche 
Stoffwechsel im Atemzentrum durch Änderung der Permeabilität der 
Zellen, durch kolloidale Umstimmungen beeinflußt werden. Besonders 
bei Steigerung der Körperwärme ist an solche kolloidchemischen 
Umstimmungen zu denken; es ist nicht ausgeschlossen, daß ihr Aus- 
bleiben oder Auftreten die heute bestehenden Verschiedenheiten in 
den Ergebnissen der einzelnen Untersucher zum Teil erklärt. Möglicher- 
weise ist die Hyperkapnie in den Versuchen von Casori, Crouier und 
Pemberton, die bei Bazett und Haldane und beı mir fehlte, so zu 
werten, daß ihr andere Umstellungen im Mineralbestand des Blutes 
parallel gingen und daß bei stärkeren Temperaturerhebungen nach 
Wärmeeinfluß, hinausgehend über die nervöse Hyperventilation (siehe 
weiter unten), noch zentrogene Veränderungen auftreten können, die 
sekundär dann lIonenverschiebungen zwischen Geweben und Blut 
veranlassen!). Schließlich sei bemerkt, daß ein O,-Mangel im Atem- 
zentrum durch erschwerte O,-Abgabe an das Gewebe für die Aus- 
lösung der Hyperventilation (bei noch normaler CO,-Spannung des 
Blutes) nicht in Frage kommen kann. Auch ein Abfall der O,-Sättigung 
des Blutes ist im Hitzeversuch nicht nachweisbar (Caiori, Crouter und 
Pemberton). Zusammenfassend läßt sich somit heute feststellen, daß 


verhältnisses 


1) Auch in solchem Falle blieben Ultraviolett- und Röntgenlicht 
in deutlichem Wirkungsunterschied zur Wärmestrahlung; dort primäre 
Säuerung im Gewebe und folgende Alkalose, hier nervöse zentrogene 
Alkalose und folgende Mineralumstellung in Geweben und Blut. 
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eine zentrogene Entstehung der Wärmehyperventilation zwar bisher 
aus den Ergebnissen nicht direkt zu entnehmen ist, aber doch 
praktisch in Betracht kommen kann. 

Andererseits kann bei dem Fehlen greifbarer stofflicher Einflüsse 
auf das Atemzentrum der anderen, eingangs theoretisch erwogenen 
Auffassung, wonach das Atemzentrum durch einen nervösen Impuls 
vom Wärmezentrum her erregt wird, also eine nervös bedingte Hyper- 
ventilation zur Alkalose führt, zunächst nicht widersprochen werden. 
Es scheinen für die letztere Auffassung auch die Resultate der hier 
mitgeteilten Versuche ins Feld zu führen sein, die, bei Vermeidung von 
Erhöhungen der Körperwärme, eine recht weitgehende Übereinstimmung 
der Verhältnisse bei Wärmealkalose und Hyperventilationsalkalose 
feststellen: Senkung der alveolaren CO,-Spannung, unveränderte 
Alkalireserve, unbeeinflußter Calciumspiegel, flüchtige Dauer der 
Alkalose. Gerade diese Flüchtigkeit der Wärmealkalose stellt sie in 
einen entscheidenden Gegensatz zu der Strahlungsalkalose, für welche 
eine über Tage hin zäh festgehaltene Hyperkapnie und Alkalose charak- 
teristisch ist (Kroetz). Es sei erwähnt, daß tetanische Symptome bei 
keiner der vier Versuchspersonen unter Wärmeeinwirkung zu beob- 
achten waren (Chvostek und Fazialisphänomen negativ, elektrische 
Erregbarkeit nicht geprüft). 


Zusammenfassung. 


Die Senkung der Kohlensäurespannung nach Wärmeeinwirkung 
ist, bei Vermeidung einer Erhöhung der Körperwärme, von keiner 
Änderung der Alkalireserve des Blutes begleitet; es kommt daher zu 
einer ausgesprochenen Wärmealkalose. Verschiebungen im Ionengleich- 
gewicht finden unter Wärmeeinwirkung nicht statt. Die Änderungen 
im Wasser- und Salzbestand des Blutes beschränken sich auf die Ab- 
gabe einer eiweiß- und kochsalzreichen Flüssigkeit an das Gewebe. Das 
Anionendefizit im Serum und das Teilverhältnis mn en) 

(Calcium) 
erfahren keine Zunahme. Im Mineralstoffwechsel lassen sich somit keine 
Umstellungen nachweisen, die zu einer hämatogenen Änderung der Reiz- 
schwelle des Atemzentrums führen könnten. Obwohl stoffliche Ver- 
änderungen im Atemzentrum infolge primärer Kolloidumstimmung und 
damit eine zentrogene Entstehung der Wärmehyperventilation und 
-alkalose nicht ausgeschlossen werden können, hat daher die Erklärung 
der flüchtigen Wärmealkalose als einer Hyperventilationsalkalose 
infolge primärer Erregung des Atemzentrums durch einen nervösen 
Reflex vom Wärmezentrum her die größere Wahrscheinlichkeit für sich. 





Die Adsorption von H und OH’ an Tierkohle. 
(Versuch einer Bestimmung des wahren isoelektrischen Punktes der Kohle.) 
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Eine Methode, den isoelektrischen Punkt eines leichtlöslichen 
Ampholyten zu bestimmen, besteht darin!), den zu untersuchenden 
Ampholyten in eine Reihe gut abgestufter Puffergemische zu bringen 
und dasjenige Probegläschen der Reihe festzustellen, dessen py sich 
durch den Ampholytzusatz nicht verändert hat: im isoelektrischen 
Punkte bewirkt der Ampholyt keine Veränderung der Reaktion des 
Puffergemisches, weil er sich praktisch wie ein Nichtelektrolyt verhält, 
indem die wenigen Anionen und Kationen, die er abdissoziiert, an Zahl 
einander gleich sind (oder in anderer Ausdrucksweise, indem er eben- 
soviel Kationen als Anionen addiert). 

Auf die Ähnlichkeit mit der Säure- und Basenbindung an Ampho- 
lyten haben bei der Besprechung des von ihnen entdeckten Neutrali- 
sationseffektes der Kohle Löffler und Spiro?) hingewiesen, Michaelis 
hat auf Grund dieser und eigener Versuche?) die Kohle als ‚einen 
nicht molekulardispersen, absolut unlöslichen Ampholyten‘‘ bezeichnet, 
„dessen isoelektrischer Punkt bei annähernd neutraler Reaktion liegt‘“®). 

Der Versuch, auf ähnliche Weise, wie es bei leichtlöslichen Ampho- 
lyten geschieht, den :isoelektrischen Punkt des unlöslichen Ampholytoids 
Kohle als den Punkt der minimalen Adsorption von H` und OH" genau 
festzulegen, wurde im folgenden unternommen: Es war dasjenige py 
zu finden, bei welchem die Zugabe von Kohle zu einer Puffermischung 
keine Reaktionsänderung herbeiführt. 


1) Michaelis, diese Zeitschr. 47, 250, 1912. 

2) Löffler und Spiro, Helv. chim. acta 2, 417 und 533, 1918. 

3) Michaelis und Rona, diese Zeitschr. 94, 225, 1920; 97, 57, 1920; 
102, 268, 1920. 

4) Michaelis, Wasserstoffionenkonzentration I, Berlin 1922. 
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Entsprechend der erwarteten Lage des isoelektrischen Punktes 
der Kohle (Michaelis) kamen dazu vor allem Phosphatpuffergemische 
in Betracht. Sie wurden verwendet, obwohl die Angabe von Löffler 
und Spiro zunächst entgegenstand, daß es ihnen zwar in Citrat-, Borat-, 
Acetat- und Lactat-, sowie in Glykokollpuffergemischen, nicht aber 
in Phosphatgemischen gelungen sei, eine Reaktionsänderung durch 
Behandlung mit Tierkohle zu erreichen. Die pe -Meseungen erfolgten 
kolorimetrisch unter Benutzung der mehrfarbigen Indikatoren von 
Sörensen!). 

Die Versuche wurden im allgemeinen an m/15 Phosphatgemischen 
durchgeführt, um ihr pg an Hand der Sörensenschen Meßkurve kontrollieren 
zu können. Es wurde m/15 H, PO, (aus Kahlbaums 3n/1 H,PO,) sowie 
m/15 Na, H P O, (aus Kahlbaums ‚sekundärem Natriumphosphat zu Enzym- 
studien nach Sörensen‘‘) hergestellt; durch Mischen gleicher Raumteile 
beider Lösungen wurde m/15 H,NaPO, bereitet. Auf der alkalischen Seite 
wurde der py-Bereich der Phosphatpuffer durch Zugabe von n/15 NaOH 
erweitert. Es ließ sich so ein Reaktionsbereich von Ge 1,82 bis 11,90 dar- 
stellen, innerhalb dessen die Pufferung allerdings wesentliche Schwankungen 
aufweist und zwischen Ze 4,00 bis 5,00 und 8,40 bis 9,40 nahezu gleich O 
wird. Auf diesen Umstand wird noch zurückzukommen sein. In Glas- 
zylindern von 50 ccm Inhalt wurden 30 cem Puffergemisch mit wechselnden 
Mengen Kohle 1 Stunde lang im elektrisch betriebenen Schüttelapparat 
geschüttelt. Hierauf wurde die Pufferlösung von der Kohle durch Filtration 
abgetrennt und nunmehr die in den Pufferlösungen vor und nach er- 
folgter Adsorption nach der Sörensenschen Indikatorenmethode bestimmt. 

Als Adsorbens kamen zwei Sorten Kohle, Carbo animalis siccus und 
Carbo sanguinis (beides reinste Mercksche Präparate) zur Verwendung. 

Versuchstemperatur 17 bis 19°C. 

Die Protokolle sind für einige Versuchsbeispiele anhangsweise wieder- 
gegeben. 

I. Der isoelektrische Punkt der Kohle. 

Eine Reaktionsverschiebung in Phosphatpuffergemischen auf 
Zusatz von Kohle läßt sich bei geeignetem Verhältnis von Adsorbens 
und Adsorbendum tatsächlich nachweisen. Löffler und Spiro, welche 
die verwendete Kohlemenge und die Molarität ihrer Phosphatpuffer 
nicht angeben, haben diese Reaktionsänderung vermutlich aus dem 
Grunde vermißt, weil sie keine genügend große, der obwaltenden 
Pufferung entsprechende Adsorbensmengen zusetzten. 

Das Ausmaß der Reaktionsänderung ist abhängig von der Menge 
des Adsorbens und von der Molarität und damit der Pufferung des 
Phosphatgemisches, ferner aber auch von den Schwankungen der 
Pufferung, die im Verlauf des durch Phosphate herstellbaren Reaktions- 
bereichs stark wechselt. 

Die Reaktionsänderung erfolgt im ganzen herstellbaren Säure- 
bereich (pe 1.82 bis 7,07) in der Weise, daß der Säuregrad der Puffer- 


1) Sörensen, Ergebnisse der Physiol. 12, 393, 1912. 
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lösung deutlich abgeschwächt wird, im basischen Gebiet von pe 11,92 
bis 7,58 umgekehrt so, daß die alkalische Reaktion abnimmt. Auf 
der sauren Seite kann die Reaktion über den genauen Neutralpunkt 
(bei 18° pe 7,07) hinaus nach ganz schwach alkalischen Werten (zwischen 
De 7,07 und 7,58) hin verschoben werden. Ebenso wird in den schwach 
alkalischen Anfangslösungen des Bereiches 7,07 bis 7,58 die OH. 
Konzentration nicht vermindert, sondern leicht erhöht, bis zu einem 
Grenzwert hin, der sich durch Kurvenanalyse und Interpolation auf 
Pu 7,55 bis 7,60, als Mittel, wie oben angegeben, py 7,58, begrenzen läßt. 
Ihm streben vom sauren wie vom alkalischen Gebiet her die Endwerte 
des py Zu. 

Aus der graphischen Darstellung einiger Versuchsbeispiele in 
Abb. 1 ist die Auszeichnung des Punktes py 7,58 unmittelbar zu ent- 





Abb. 1. Ort der minimalen, gleich kleinen Adsorption von H und OH’. 

+ + 1.5g Carbo sanguinis, m/15 een (Protokoll D. 
IL 75g © e mi5 ( „. ID 

ell.I!g . x , m/15 5 ( .„ m. 








nehmen. Seine möglichst genaue Bestimmung!) wurde durch zahlreiche 
Wiederholungen der Versuche und durch Wechsel der Adsorbens- und 
Adsorbendummengen erstrebt. 








1) Soweit sie bei kolorimetrischer Messung erreichbar ist. 
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Die beiden verwendeten Kohlesorten Carbo sanguinis Merck und 
Carbo animalis purissimus Merck zeigen in Beziehung auf die Lage 
des Punktes, welcher durch eine Reaktionsänderung = 0 ausgezeichnet 
ist, keinen Unterschied. 

Kann der Punkt py 7,58, welcher sonach den Ort der minimalen, 
gleich kleinen Adsorption von H und OH’ darstellt, als der wahre 
isoelektrische Punkt der Kohle angesehen werden? Ist der Einfluß 
der H und OH’ auf die Einstellung des Gleichgewichts ein so maß- 
gebender, daß der Einfluß der übrigen Ionen (sowohl derjenigen der 
Puffersäure und des Puffersalzes als derjenigen, die als Verunreinigungen 
der Kohlenoberfläche anhaften) sowie der Einfluß etwaiger ober- 
flächenaktiver Substanzen, die der Kohle je nach Herkunft und Dar- 
stellung noch anhaften, vernachlässigt werden darf ? 

Was die Ionen des Puffers betrifft, so ist nach der Ausnahme- 
stellung, welche die H und OH’ in Beziehung auf ihre Adsorbierbarkeit 
an Kohle vor allen anorganischen Ionen einnehmen, diese Frage von 
vornherein mit großer Wahrscheinlichkeit zu bejahen. Tatsächlich 
fanden ja auch Löffler und Spiro in den fünf von ihnen untersuchten 
Puffergemischen die Endreaktion nach Behandlung mit Tierkohle 
stets gegen den Neutralpunkt hin verschoben, eine Feststellung, von 
der ausgehend dann Michaelis den isoelektrischen Punkt der Kohle 
„bei annähernd neutraler Reaktion‘ forderte. Da außer den Phosphat- 
gemischen in der Nähe des Neutralpunktes keine weitere Pufferlösung 
bekannt ist, so läßt sich die Frage direkt nicht entscheiden. Der Versuch, 
durch Wechsel der p„-Konzentration den etwaigen Einfluß der Phosphor- 
säureanionen und des Na zu vergrößern und damit einem Nachweis 
zugänglich zu machen, hatte ein negatives Resultat: Steigerung der 
Phosphatkonzentration von !/,, auf !%/,, Molarität ist ohne Wirkung 
auf die Lage!) des Punktes der minimalen H`- und OH’-Adsorption 
(Protokoll IV). Es wird darin ein indirekter Beweis dafür erblickt, 
daß die übrigen Ionen des Puffergemisches auf die Lage des isoelek- 
trischen Punktes der Kohle praktisch ohne Einfluß sind. 

Was sodann die Verunreinigung der Kohle angeht, so ergab sich 
dafür aus dem Vergleich der aus elektroosmotischen Studien bekannten 
Daten?)®) mit den Befunden der vorliegenden Versuche ein über- 
raschendes Resultat: Während auf die durch das Minimum der Wasser- 
bewegung im elektroosmotischen Versuch gekennzeichnete Lage des 
isoelektrischen Punktes die Herkunft, Darstellung und Verunreinigung 
der Kohle einen so ausschlaggebenden Einfluß hat, daß nach Versuchen 








1) Eine kleine Verschiebung des absoluten py-Wertes ist durch die 
kolorimetrische Messung zweier ungleich molarer Pufferlösungen gegeben. 

2) G@yemant, Kolloid-Zeitschr. 28, 103, 1921. 

3) Keeser, diese Zeitschr. 144, 541, 1924. 


| 
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von Keeser!) der isoelektrische Punkt verschiedener Kohlesorten von 
Py 3,5 bis 6,6 schwankt, ist für die beiden untersuchten Merckschen 
Kohlen, wie schon oben bemerkt, der durch das Minimum der H. 
und OH'-Adsorption bestimmte isoelektrische Punkt identisch nahe bei 
Py 7,58 gelegen. Da aber aus den vergleichenden Untersuchungen 
Michaelis’ mit Cellulose und Kohle?) bekannt ist, daß bei der Kohle 
trotz der vorhandenen Verunreinigung die Austauschadsorption durch 
das hohe Adsorptionsvermögen der Kohle selbst vollständig in den 
Hintergrund gedrängt wird, so ist es nicht weiter zu verwundern, daß 
der Adsorptionsversuch einen konstanten, von den Verunreinigungen 
der Kohle weitgehend unabhängigen Wert des isoelektrischen Punktes 
der Kohle ergibt’). 

Die Unstimmigkeit zwischen der im elektroosmotischen und im 
Adsorptionsversuch gefundenen Lage des isoelektrischen Punktes ist 
somit dahin geklärt, daß beim endosmotischen Versuch die ‚‚Ver- 
unreinigungen‘“ der Kohle (die besonderen Eigenschaften einer jeden 
Kohle, die durch Herkunft und Darstellung bedingt sind) eine maß- 
gebend störende Rollet) spielen, während sie beim Adsorptionsversuch 
infolge der hohen Adsorptionsfähigkeit der Kohle zurücktreten. 

Die Bedeutung der im Adsorptionsversuch gefundenen Lage des 
ısoelektrischen Punktes der Kohle ist damit ohne weiteres gegeben: 
Sie gibt den wahren isoelektrischen Punkt der Kohle an, praktisch unab- 
hängig von den anorganischen Ionen des Dispersionsmittels und von 
den unvermeidbaren Verunreinigungen der Kohle. 


II. Der Neutralisationseffekt der Kohle. 


Von einem Neutralisationseffekt der Kohle darf nach dem be- 
sprochenen Ergebnis der hier vorgelegten Versuche — wie immer sich 
die Erörterungen über die Lage des wahren isoelektrischen Punktes 
der Kohle entwickeln mögen — in Zukunft nur mit Einschränkung 
gesprochen werden. Er hat Gültigkeit für stärker saure und stärker 
basische Lösungen, deren Reaktion unter Kohlewirkung dem Neutral- 
punkt genähert wird. Jedoch gerade innerhalb des biologisch vor- 
wiegend bedeutsamen Bereiches nahe um den Neutralpunkt ist der 


1) Keeser, diese Zeitschr. 144, 541, 1924. 

2) Michaelis, Wasserstoffionenkonzentration I, S. 211, 1922. 

3) Die Behandlung ungepufferter HCl- und NaOH-Lösungen mit 
denselben Kohlesorten führt nicht genau an den isoelektrischen Punkt der 
Kohle hin. Die Endwerte schwanken in dem weiten Bereich von Ge 6,50 
bis 7,70. Die Ursache dürfte in Einflüssen der Luftkohlensäure und des 
Glases liegen. 

t) Die Abhängigkeit der Ladung der Kohle von einer Änderung der 
Konzentration aller übrigen Ionenarten ist im elektroosmotischen Versuch 
nicht verschwindend klein gegenüber dem Einfluß einer Cy-Änderung. 
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Erfolg einer Kohlebehandlung eines Dispersionsmittels nicht ein neutra- 
lisierender, sondern ein schwach alkalisierender, indem die Reaktion 
bis zu dem Grenzwert pa 7,58 hin verschoben werden kann. Für das 
Auftreten einer erheblichen Reaktionsänderung sind freilich zwei 
Voraussetzungen nötig: geringe Pufferung und große Kohlemengen. 
Bei der sehr guten Pufferung der Körpersäfte ist es selbst bei den 
starken Entfernungen der Reaktion vom Neutralpunkt weg, wie sie 
unter pathologischen Verhältnissen vorkommen können, kaum anzu- 
nehmen, daß die therapeutisch verwendeten, verhältnismäßig recht 
geringen Kohlemengen einen nennenswerten Einfluß auf die py der 
Säfte des Verdauungskanals gewinnen (die therapeutische Wirksamkeit 
der Kohle dürfte sich vielmehr auf dem Wege der Bindung endogener 
und exogener toxischer Produkte entfalten). So reicht auch die normale 
Pufferung des Harnes aus, um Reaktionsänderungen des Harnes durch 
Schütteln mit Tierkohle, wie es zur Klärung und Entfärbung empfohlen 
wurde [Stlberstein!)], fast völlig zu verhindern. 


III. Die Größe der H`- und OH’-Adsorption. 

Sie ist bei gegebener Anfangsreaktion abhängig von der Menge 
des Adsorbens (vgl. Protokolle I bis III und Kurven I bis II in 
Abb. 1) und der molaren Konzentration des Puffergemisches (Proto- 
kolle IVa und b). Mit zunehmender Kohlemenge entfernt sich bei 
derselben Pufferlösung die Kurve der Reaktionsänderung immer weiter 
von der Geraden 0, die den Grenzwert Adsorption = 0 darstellt. Die 
mit abnehmender Molarität der Pufferlösung verknüpfte ebensolche 
Bewegung steht im Zusammenhang mit der sinkenden Pufferung der 
Ausgangslösung. Der Pufferwert fällt mit Verminderung der molaren 
Konzentration des Puffergemisches. 

Noch viel wichtiger als durch den erwähnten Einfluß auf die 
Gesamtlage einer Reaktionsänderungskurve wird der Pufferwert jedoch 
durch die diskontinuierlichen Schwankungen, die er im Verlauf des 
herstellbaren Phosphatpufferbereichs erleidet. Er zeigt nach den von 
van Slyke errechneten Pufferwerten?) für die drei Phosphorsäuren 
Schwankungen zwischen 0,001 und 0,1; in den ?g-Punkten 4,50 und 
9,40 durchschreitet der Pufferwert die Größe 0. Diese Verhältnisse 
verursachen die starken Ausbiegungen der Kurven der Reaktions- 
änderung besonders im Abszissenbereich pe 4 bis 6. 

Die naheliegende Korrektur der experimentell ermittelten Reaktions- 
änderungen durch Multiplikation mit dem Pufferwert des Phosphat- 
gemisches im mittleren De (gewonnen als das Mittel der Anfangs- und 


End-?g) und die Errechnung reduzierter Werte der Reaktionsänderung 
scheitert an den wechselnd raschen Änderungen des Pufferwertes. 


1) Silberstein, diese Zeitschr. 128, 534, 1922. 
?) van Slyke, Journ. of biol. Chem. 52, 2, 1922. 
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Die Ausrechnung einer Adsorptionskurve aus dem Cy-Endwert 
und der C’y-Adsorption vermag daher kein zutreffendes Bild der Ad. 
sorption in quantitativer Hinsicht zu vermitteln. 


Für eine quantitative Betrachtung des Adsorptionsvorganges 
bleibt nur ein vereinfachendes Verfahren, das bereits in einer früheren 
Versuchsreihe!) angewendet worden war: die Berechnung der vor und 
nach der Adsorption im Phosphatpuffergemisch vorhandenen sauren 
(auf der basischen Seite der vorhandenen alkalischen) Valenzen. 


Aus den experimentell gemessenen End-pg-Werten läßt sich unter 
Zuhilfenahme der Sörensenschen Meßkurve für m/15 Phosphatgemische. 
die nach der stärker sauren und basischen Seite durch eigene kolorimetrische 
Messungen verlängert wurde, der Gehalt des Gemisches an sauren Valenzen 
(OH, PO.) ermitteln. Die bei extrem sauren Werten vorhandenen Anteile 
H,PO, wurden als doppelte saure Valenzen berechnet. Auf der alkalischen 
Seite wurde diese quantitative Berechnung nicht durchgeführt. (Die 
jenseits Py 8,40 auftretenden doppelt alkalischen Valenzen wären ent- 
sprechend ihrer Entstehung aus m/l15 Na,HPO, und n/l5NaOH als 
m/30 zu rechnen.) 

Abgesehen von der indirekten Bestimmung der Beträge an sauren 
Valenzen geht in diese annähernde Berechnung noch der weitere Fehler ein, 
daß die unter dem Einfluß der Adsorption zweifellos erfolgende Abnahme 
der Molarität der Pufferlösungen nicht berücksichtigt wird. In erster 
Annäherung kann sie, da die Adsorption des Na und der Phosphorsäure- 
anionen hinter der Adsorption von H und OH’ fast völlig zurücktritt, 
vernachlässigt werden. [Durch eine extreme Verminderung der molaren 
Konzentration des Sörensenschen Puffergemisches „Phosphat 5“ fanden 
Michaelis und Krüger?) die elektrometrisch bestimmte Reaktion von Ge 6,81 
nach dem Grenzwert 7,08 verschoben.] 

Da immerhin dieser Fehler bei der Valenzrechnung gerade an den 
Stellen schwacher Pufferung stärker zum Vorschein kommen muß, wurde 
der gewählten Berechnung nur in dem Bereich End-pg 6,0 bis 7,60 eine 
quantitative Bedeutung beigelegt 3). 


Die geschilderte angenäherte quantitative Berechnung ergibt die 
in den Spalten 7 und 8 der Protokolle I bis III und Va niedergelegten 
logarithmierten millimolaren Werte saurer Valenzen, graphisch wieder- 
gegeben in Abb. 2 für die Werte aus Protokoll I bis III. 


Die Kurve der Abb.2 stellt keine typische Adsorptionsiso- 
therme dar. Unwahrscheinlich ist es aber, daß dieses Verhalten 
allein auf die vereinfachende Berechnung zu beziehen ist. Denn auch 
die logarithmierten Werte der ausführlichen Versuche von Michaelis 


1) Kroetz, diese Zeitschr. 186, 250, 1923. 

2) Michaelis und Krüger, diese Zeitschr. 119, 326, 1921. 

3) Diejenigen Kurventeile in Abb. 2, die außerhalb dieses Bereiches 
herstammen, sind dementsprechend gestrichelt gezeichnet. 
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und Rona!) über die Adsorption der Ionen zahlreicher Neutralsalze 
an Tierkohle zeigen in graphischer Wiedergabe keinen geradlinigen 
Verlauf der Adsorptionsisotherme. 
Auch unter Einbeziehung der 
Nebenglieder der Adsorptions- 
gleichung, die von Wo. Ostwald ?) 
für die gleichzeitige direkte Ad- 
sorption des Lösungsmittels oder 
die indirekte durch Solvatation 
des Gelösten eingeführt werden, 
ließ sich von Wo. Ostwald keine 
typische Adsorptionsisotherme 
aus den Michaelis- und Rona- 
schen Daten errechnen. Es ist 
fraglich, ob allein die elektro- 
statischen Zugkräfte (Zurück- 
haltung des gut adsorbierbaren 
Ions von der Grenzfläche durch 


Se das wenig adsorbierbare) dieses 
Abb. 2. Isotberme der H',Adsorption an Carbo r 
sanguinis puriss. Merck. Bezeichn. wie in Abb. 1. Verhalten verursachen. 





IV. Schlußbemerkungen. 


Die vorliegenden Untersuchungen sollten zugleich eine Antwort 
geben auf die Frage, ob sich ein Analogon der an Hämoglobinlösungen 
(Straub und Meier) und Erythrocytensuspensionen [Straub und Meier?), 
Kroetz*)] festgestellten Unstetigkeiten der Säurebindung an dem ein- 
deutiger charakterisierten anorganischen Modell Kohle und Puffer- 
gemisch nachweisen lasse. Diese Frage ist nach dem Verlauf der 
Kurven 1 bis 3 in Abb. 2 zu verneinen. 


Es sei noch auf die Wendepunkte dieser Kurven bei Abszisse 0,27 und 
0,31, entsprechend den End-py-Werten 5,50 und 3,75, eingegangen. Dieser 
Pu Bereich ist gekennzeichnet durch ein fast völliges Versagen der Pufferung. 
Die Berechnung von Valenzwerten aus dem End-p, ist in diesem Gebiet 
mit größeren Fehlern behaftet, weil die unter dem Einfluß der Adsorption 
auftretende Änderung der Molarität der Pufferlösungen auf das py in diesem 
Gebiet eine größere und rascher wechselnde Wirkung hat. Da die Lage der 
Wendepunkte genau übereinstimmt mit dem Orte schlechtester Pufferung, 
so sind sie mit großer Wahrscheinlichkeit auf den genannten Fehler zu 


1) Michaelis und Rona, diese Zeitschr. 94, 225, 1920; 97, 57, 1920; 
102, 268, 1920; Rona und Michaelis, ebendaselbst 94, 240, 1920; 97, 85, 
1920; 108, 19, 1920. 

2) Wo. Ostwald, Kolloid-Zeitschr. 80, 279, 1922. 

3) Straub und Meier, diese Zeitschr. 90, 305, 1918; 98, 205 u. 228, 1919; 
109, 47, 1920; 111, 67, 1920; 185, 224, 1923; 186, 128, 1923; 189, 302, 1923. 

4) Kroetz, ebendaselbst 186, 250, 1923. 
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beziehen. Die andere mögliche Annahme wäre die, daß die Unstetigkeit 
der Säurebindung zwischen Pg 3,75 und 5,50 nicht eine scheinbare, durch 
den Pufferungswechsel vorgetäuschte sei, sondern daß sie in Wirklichkeit 
bestehe und also innerhalb dieser pg-Werte ein partioller oder tötaler 
Entladungsvorgang der Kohle ablaufe, analog den Verhältnissen, die bei ` 
Titration mit Kohlensäure (Straub und Meier) und in Phosphatpuffer- 
gemischen (Kroetz) für Erythrocytensuspensionen beobachtet worden sind. 
Um diese letzte Erklärung annehmen zu können, reichen die hier mitgeteilten 
Daten keineswegs aus. 


Zusammenfassung. 

l. Die bevorzugte Adsorption der H und OH’ an Tierkohle läßt 
sich im Gegensatz zu früheren Untersuchern auch an Phosphatpuffer- 
gemischen in einer Reaktionsänderung nach Behandlung mit Tier- 
kohle nachweisen. 

2. Der isoelektrische Punkt der Kohle wird mit der angewendeten 
Methode der Bestimmung des Ortes minimaler H- und OH’-Adsorption, 
welche, bei leichtlöslichen Ampholyten üblich, hier auf den unlöslichen 
Ampholytoiden Kohle übertragen wird, nahe bei py 7,58 gefunden. Der 
im Adsorptionsversuch gefundene pe- Wert des isoelektrischen Punktes 
ist, im Gegensatz zu dem im elektroosmotischen Versuch bestimmten 
Werte, praktisch unabhängig von dem anorganischen Milieu und von 
den Verunreinigungen der Kohle. Er stellt somit den wahren iso- 
elektrischen Punkt der Kohle dar. 

3. Der Neutralisationseffekt der Kohle gilt nur für stärker saure 
und basische Reaktionen. Um den Neutralpunkt herum übt die Kohle 
einen schwachen Alkalisierungseffekt aus. 

4. Die unter vereinfachender Annahme errechnete Isotherme der 
H’-Adsorption an Tierkohle verläuft atypisch. 
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Versuchsprotokolle. 
Protokoll I. 
Carbo sanguinis. 5,0g auf 30,0 eem m/15 Phosphatgemisch. 
2. 3 
PH PH 
vor nach 





Adsorption | Adsorption 








1 1,82 2,56 
2 2,41 4,10 
3 2,62 6,35 
4 2,93 5,80 
5 ‚26 5,99 
6 4,50 6,16 
7 6,72 6,29 
8 6,04 6,43 
9 6,40 6,63 





17 | 966 | 865 | | 
! | 
10,56 9,09 
Protokoll II. 
Carbo sanguinis. 7,5g auf 30,0 ccm m/l5 Phosphatgemisch. 
l. 2. 3. 
Pu PH 
Nr. i vor nach 
|| Adsorption Adsorption 








l 1,96 | 3,90 
2 2,17 4,90 
3 241 | 536 
4 262 |! 5,68 
5 293 , 5,99 
6 | 326 . 6,13 
7 | 450 ' 6,29 
8 | 6572 6,41 
2 60% 6,53 
10 6,40 : 6,72 
1 6,65 6,89 
12 6,87 7,06 
13 | 7,09 7,23 
l4 , 7,35 7,44 
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Protokoll III. 


Carbo sanguinis. 1,0g auf 30,0 ccm m/15 Phosphatgemisch. 











E 3 
a | 3/233 
3 | 2,840 
4 | | 2,453 
5 | 2286 | 2,033 0,233 0,30, | 9,7 
6 26 4,83 2,133 | 1946 | 0,187 0,29 9,27 
7.450 559 20 1,902 , 0098 | 0,28 8,99 
8 ang an | 1866 | 1786 | 0070 | 025 | 884, 
9 6,04 615; 1,733 | 1,664 | 0,069 | 0,22 8.83, 
10 6,40 6,47 1466 | 1,406 | 0,060 0,16, | 877 
11 | 687 6.90 0933 | 09 003, | oo 8.52 
12 7% 7,10 
13 735 736 | Werte ungenau 

1 ! ! 
vw um 776 | | Ä | | 
15 : 866 — 850 ` | | | 
16 100 | 94 ` | | 

Protokoll IV. 


Carbo sanguinis. Einfluß der Molarität des Puffers auf die Größe 
der Reaktionsänderung, je 30,0 ccm Gemisch. 


























a Br a = 
N 24 | m © 2 |O oR 
Adsorption Adsorption ı Adsorption | EE 
a) m/75 Phosphatpuffer, 7,5 g Kohle.|b)°/,,m r 7,5g Kohle. 
I " 2,39 | 6,37 1 1,62 2,20 
2 2.61 6,54 2 211 | 3,27 
3 2,67 Ä 6,75 3 2.41 4,53 
4 2,81 6,91 4 3,02 | 5,60 
5 2,91 7,00 5b ` 4,30 5,91 
6 3,11 7,08 6 5,78 | 6,19 
7 3,33 7,10 7 6,36 6,51 
S ` 4,70 7,13 8 6,77 | 7,00 
9 5,55 7,17 
10 5,81 7.20 S 1,96 Ve 
1 | 6,18 7,25 
12 709 | 746 
| 
13 762 | 702 
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Protokoll V. 


Zweite Kohlesorte. Carbo animalis siccus purissimus Merck. 











l. 3. 7. 8. 
PH De log Millimole 
Nr vor nach z 
Adsorption | Adsorption vor | nach Se adsorbiert | = 
er Dee ee Oe Deeg Se | aiaa ne ap Kees 
1 | 262 5,01 2,533 | 1,978 | 0,555 0,29, 8,87 
2 2,93 5,53 2266 | 191 | 0,356 0,28 8,68 
3 3,26 5,79 2,133 ! 1,846 0.287 0,26, 8,58 
4 4,50 5,96 2.0 1,776 0,224 0,25 8,48 
5 5,72 6,18 || 1,866 | 1,640 0,206 0,21, 8,44 
6 6,04 6,31 1,733 | 1,548 | 0,186 0,19 8,39 
7 640 | 660 | 1.466 1252 | 0214 A 8.45 
8 6,87 6,98 | 0,933 | 0,800 0,133 9,90, 8,25 
9 7,09 | 7,20 | 0866 | 0,548 ` 0,118 9,74 8,19, 
10 T35 | 748 ' 0400 | 0306 ! 0.094 948, 8.10 
ll ' 778 1765: 013 ' 010 | — 
12 |© 80 83 : | 
13 ` 10,10 8,55 ' | 
14 | 11,25 9,00 ! 
15 | 11,59 9,29 ' 
b) 2,0g Kohle auf 30,0 ccm a ee Comi 
— SES - — 
NE vor Adsorption nach Adsorption dm | vor Adsorpiion nach , Bagger 
Ee SE a Ee T EE "e SE 
1 | 1,82 191 11 640 | 6,45 
2 | 1,96 2,10 12 | 6, | 6,67 
3 | 2,17 2,31 13 6,87 | 6,88 
4 | 2,41 2,62 14 7,09 7,11 
5 ` 2,62 2,93 15 ` 7,35 | 7,37 
6 2,93 3,53 16 7,78 | 7,75 
T 3,26 4,88 17 8,90 | 8,53 
8 ` 4,50 5,53 18 10,10 9,00 
o 5,72 5,93 19 10,55 9,38 
10 ` 6,04 6,10 20 11,50 10,67 









































a) 7,5g Kohle auf 30,0 ccm m/15 are men 














Das Säurebindungsvermögen des Blutserums 
gesunder und kranker Kinder. 


Von 
Andor Bosänyi und Josef Csapó. 


(Aus der medizinischen Kinderklinik und dem physiologischen Institut 
der königl. Päzmäny-Pöter-Universität in Budapest.) 


(Eingegangen am 9. Oktober 1924.) 


Neuerdings ist das Studium der Verschiebung von einzelnen 
Eiweißfraktionen des Blutes in den Vordergrund getreten. Im Zu- 
sammenhang mit der Senkungsgeschwindigkeit der Blutkörperchen 
finden die einzelnen Eiweißfraktionen besondere Beachtung und ist 
man bestrebt, mittels der Frisch-Starlingerschent), Daränyischen?), 
Gerlöczischen?) Reaktionen in die Verschiebung Einblick zu gewinnen. 
Neben der Einfachheit der erwähnten Untersuchungsmethoden, die 
zweifellos ihren Vorteil bedeutet, haben dieselben auch gewisse Nach- 
teile. Mehrere Autoren machen in letzter Zeit darauf aufmerksam, 
daß bei der Untersuchung der Senkungsgeschwindigkeit so viele störende 
Nebenumstände mitwirken können und deren Vermeidung so überaus 
schwierig ist, daß die aus den gewonnenen Werten gezogene Konsequenz 
öfters problematisch ist. Der Nachteil der Daränyischen, Frisch- 
Starlingerschen Reaktionen besteht darin, daß das Ergebnis nicht in 
bestimmten Zahlenwerten ausgedrückt werden kann und dieselben 
mehr die Verschiebung der Eiweißfraktionen nach einer Richtung hin 
anzeigen, obwohl theoretisch angenommen werden kann, daß die 
Eiweißfraktionen nicht nur in der Richtung des grobdispersen Globulins, 
sondern auch des feindispersen Albumins sich verschieben können. 
Rusznydk*) bemüht sich, den erwähnten Mängeln durch Nephelometrie 
abzuhelfen, der Nephelometer ist jedoch ziemlich teuer und kann unter 
den heutigen Verhältnissen nicht für jedes Laboratorium angeschafft 
werden. 


1) Frisch-Starlinger, Med. Klinik 248, 1922. 

2) Darányi, Deutsch. med. Wochenschr. 558, 1922. 
3) Gerlóczy, Klin. Wochenschr. 48, 1922. 

t4) Rusznyák, diese Zeitschr. 140, 179, 1923. 
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Unser Ziel war die Ausarbeitung einer Methode, welche einfach, 
leicht, ohne alle komplizierten Apparate ausgeführt werden und deren 
Ergebnis mit Zahlenwerten bestimmt werden kann. Uns erschien 
hierzu die Untersuchung des Säurebindungsvermögens des Blutserums 
am geeignetsten. Farkas und Csapó!) haben nachgewiesen, daß die 
maximale Säurebindung des Serumalbumins und -globulins sowohl 
durch Wasserstoffionenkonzentrationsmessungen, wie mit der durch 
Rhorer?) angegebenen chemischen Methode festgestellt, ein und dasselbe 
ist. Somit kann die komplizierte physiko-chemische Messung durch 
das einfache Rhorersche Verfahren vollkommen substituiert werden. 
Die erwähnten Forscher haben weiter nachgewiesen, daß die Säure- 
bindung des Serumglobulins geringer ist, als die des Serumalbumins, 
woraus folgt, daß so oft das Serumglobulin sich auf Kosten des Serum- 
albumins vermehrt, die Säurebindung sich jeweilig vermindern muß, 
wenn hingegen das Serumalbumin sich auf Kosten des Serumglobulins 
vermehrt, muß sich die Säurebindung erhöhen. 


Die Methode Rhorers ist folgende: Man gibt zu einer Eiweißlösung 
Salzsäure in gemessener Menge, fällt das so entstandene salzsaure Eiweiß mit 
K,HgJ,, filtriert ab und titriert die im Filtrat vorhandene überschüssige 
Säure mit n/10 NaOH zurück. Wird die Menge der zurücktitrierten Säure 
von der zugesetzten abgezogen, so erhält man die gebundene Säuremenge. 
Wir haben anläßlich unserer Versuche statt n/l0 HCl titrimetrisch und 
gravimetrisch eingestellte n/50 HCl und n/50 NaOH verwendet. 

Im Detail sind wir folgendermaßen vorgegangen: Von Säuglingen 
haben wir aus der Sinus longitudinalis, von älteren Kindern aus einer Arm- 
vene zumindest 3ccem Blut entnommen, das Strangulieren des Armes 
haben wir, soweit dies bei Kindern tunlich ist, vermieden. Unmittelbar 
nach der Blutentnahme wurde über das Blut flüssiges Paraffin in Fingerdicke 
geschichtet. Das Blut stand bei Zimmertemperatur bis Eintritt der Retraktion, 
sodann wurde es zentrifugiert, das Paraffin entfernt und vom Serum l cem 
in ein kleineres Becherglas überführt, welches 15 ccm n/50 HCI enthielt. 
Hierauf wurde gut durchgeschüttelt und nach 1 Minute 10ccm K,HgJ, 
zugegeben (bestehend aus 5,7 g HgJ, + 12g KJ + 250ccm H,O). Das 
Kaliumjodomerkurat fällte das salzsaure Eiweiß, das Präzipitat wurde 
filtriert und mit mindestens 100 ccm destillierten Wassers nachgewaschen. 
Nachdem das Waschwasser ganz abgetropft war, haben wir das in Erlen- 
meyerkolben aufgefangene Filtrat mit n/50 NaOH zurücktitriert, wobei als 
Indikator alizarinsulfosaures Natron verwendet wurde Die Differenz 
zwischen der im Becherglase befindlichen und zugesetzten Säure ergab die 
Menge der gebundenen Säure. Gleichzeitig mit diesem Vorgange haben 
wir auch den Gesamteiweißgehalt des Serums mittels des Pulfrichschen 
Refraktometers bei 17,5°C bestimmt. Die Anzahl der Kubikzentimeter der 
gebundenen Säure (n/50 HCl) dividiert durch die aus dem Brechungsindex 
berechneten Eiweißprozente ergab die auf 1 Proz. Eiweiß entfallende n/50 
HClI-Menge in Kubikzentimetern, und wir haben diesen Wert noch mit 100 


1) Farkas und Csapó, erscheint nächstens. 
2) Rhorer, Pflügers Arch. f. d. ges. Physiol. 90, 362, 1902. 
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multipliziert, um die gebundene Säuremenge auf 100 ccm Serum zu beziehen. 
Diese Ziffer kann als reduzierte Säurebindung oder als Säureeiweißquotient 
gelten, weil sie sich auf den Wert von 1 Proz. Eiweiß bezieht. Es muß 
berücksichtigt werden, daß im Serum nicht nur das Eiweiß, sondern auch 
das freie und gebundene Alkali, welch letzteres zufolge der Säurezugabe 
freigemacht wird, eine gewisse Menge Säure bindet. Das freie Alkali zeigt 
bei gesunden Personen in der Regel geringe Schwankungen, das gebundene 
Alkali hinwieder verändert sich gemäß dem Eiweißgehalte.. Je größer 
der Eiweißgehalt des Serums ist, um so mehr Alkali kann es bei ein und der- 
selben Hydrogenionkonzentration binden. 


Anfänglich untersuchten wir nur gesunde Kinder, die Zahl der- 
selben betrug 20. Die folgende Tabelle zeigt das bei gesunden Kindern 
erzielte Resultat, die Säuglinge von den mehr als 1 Jahr alten Kindern 
abgesondert. 


| | Eiweiß Gebundene , 
u Name | | l Alter i Kee Säure Quotient 





Ge 8,06 6,68 83,0 
Mittelwert: | 8,08 64 | 859 


OS 


Unter den Säuglingen hatte den höchsten Quotienten der 2 Monate 
alte Säugling (92,4), den niedrigsten der 7 Monate alte (88,0). Unsere 
Resultate stimmen vollkommen mit den Befunden Duzädrs!) überein, 
wonach das Serumeiweiß sich zu Beginn des zweiten Monats am 
stabilsten erwies und von dieser Zeit beginnend mit dem Alter eine 
Verschiebung in der Richtung des labilen Globulins wahrnehmbar 
ist. Die Verminderung des Quotienten ist daraus erklärlich, daß an 
Stelle des stabilen Albumins immer mehr das labile Globulin tritt, 


1) Duzär, Jahrb. f. Kinderheilk. 1923. 
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und ist doch bereits oben erwähnt worden, daß die Säurebindung des 
Globulins kleiner ist als die des feindispersen Albumins. 
= Die Tabelle der 1 bis 14jährigen Kinder zeigt klar, daß der durch- 
schnittliche Eiweißgehalt mit dem Alter zunimmt (8,08), ebenso erhöht 
sich auch der absolute Wert der gebundenen Säure (6,94). Die Zunahme 
dieses absoluten Wertes ist jedoch nicht so bedeutend, wie die des 
durchschnittlichen Eiweißgehaltes, und ist die Wertverminderung des 
Quotienten, welche bis 83,0 herabsinkt (Mittelwert 85,9), eine Folge 
dieses Umstandes. Die Rubrik des Quotienten zeigt uns, daß der 
Quotient im Gegensatz zum Alter eine sinkende Tendenz befolgt. 
Der im dritten Monat beginnende Prozeß endigt nicht mit dem Säuglings- 
alter, sondern findet eine Fortsetzung bis zum l4jährigen Alter, ja 
wahrscheinlich noch über dasselbe hinaus. Berücksichtigen wir bloß 
die Kinder im Alter über 1 Jahr, so ist der Quotient am höchsten im 
Alter von 3 bis 5 Jahren, wo er durchschnittlich um 87,0 herumschwankt, 
am niedrigsten ist derselbe im Alter von 14 Jahren, wo er sich um 85 
bewegt. Geringere Schwankungen sind mit dem Strangulieren des 
Armes zu erklären. Bei einem Kinde mußte der Oberarm stärker, 
beim anderen schwächer stranguliert werden, um die nötige Blutmenge 
zu gewinnen, und ist doch bekannt, daß, je venöser das Blut ist, um so 
mehr Alkali geben die roten Blutkörperchen an das Plasma ab. Einer 
der Autoren hat die mit der Strangulierung zusammenhängende Alkali- 
wanderung an sich selbst einer Prüfung unterzogen, der Quotient 
betrug ohne Strangulierung 83,0, bei sehr starker Strangulierung 87,0, 
die Gesamtschwankung also +4,0. Es wäre interessant, ähnliche 
Versuche auch bei älteren Personen durchzuführen, bei Fortschreiten 
des Alters ist ein noch größeres Herabsinken des Quotienten zu erwarten. 
Wir gingen hiernach auf die Untersuchung pathologischer Fälle 
über, deren Zahl 80 betrug. Vor allem stellten wir uns die Frage: ob 
wir bei Krankheiten, die mit Globulinvermehrung verbunden sind, 
Abweichungen vom normalen Werte finden? Am geeignetsten schien 
hierzu die Tuberkulose. Die Anzahl der untersuchten Fälle betrug 14. 
Hiervon sieben Lungentuberkulose und sieben sonstige Tuberkulosen. 
Die Ergebnisse fassen wir in der folgenden Tabelle zusammen: 





























ee ae rg GER | 

EE Mr il eu 

ee el e E 
Bde Zil Jahre | Tbe. pulm. | 8,58 | 6,55 | 76,3 
DI... 7° . „ N l 785 5.89 74.6 
H.A a ` , S 9,98 7,82 73.3 
D.J o "7 i i 7,9% | 6,33 79,5 
SS. hn) > "9,06 6,95 76,7 
K.M. |12 "| T | 6,60 | 506 76,6 
I... 5 Loo S 1 856 6.49 75,8 
| Mittelwert: | 837 | 652 ' 754 
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Sonstige Tuberkulosen: 


























Name | Alter | zn o Gebundene || Quotient 
C.E.. .|| 4 Jahre Perit. tbe. 7,07 5,89 83,0 
N.J.. ER. % 7,51 6,17 82,0 
Sz. J.. A Spond. tbe. 8.06 6,84 84,8 
> E : 3 ,„ Caries pedis 8,22 6,75 82,0 

y 14 i 7,96 6,60 82,7 

B. M. 10, Tbe. renis 8.06 6,61 82.0 
M.O...ı 9 „ ‚Syn. pericard. (be, e, | 9,07 | ‚40 81,5 
| Mittelwert: | 7,95 | 661 | Se 


Überblicken wir zuerst die obere und nachher die untere Tabelle. 
In den letzten Jahren hat man sich außergewöhnlich viel mit den bei 
Tuberkulose vorfindlichen kolloidehemischen Veränderungen beschäftigt. 
Die Bilutkörperchensenkung ist bei Tuberkulose eine erhöhte, die 
Daränyische, Frisch-Starlingersche, Gerlöczysche Reaktion positiv. Die 
erstere hat man nun teils, die letzteren aber, insbesondere die Darányi sche 
Reaktion, auf die zufolge des Gewebszerfalls entstandene Globulin- 
bzw. Fibrinogenvermehrung zurückgeführt. Einigermaßen begründet 
erschien dies durch die bei Lungentuberkulose wahrnehmbare Eiweiß- 
vermehrung. Erst in den letzten Wochen machte Tóth!) darauf auf- 
merksam, daß, sooft bei Sepsis das Globulin sich vermehrt, in dem- 
selben Masse das Albumin sich vermindert. Gemäß der Auffassung 
Töths entsteht das Globulin nicht durch Gewebszerfall, sondern das 
Albumin selbst gestaltet sich zu Globulin um. Was sehen wir in unseren 
Fällen? Das Gesamteiweiß hat im Verhältnis zu dem normalen 
8,08 Proz. um 0,29 Proz. zugenommen. Wäre die Eiweißzunahme nur 
zufolge des Gewebszerfalls entstanden, während die ursprünglichen 
8,08 Proz. Albumin-Globulin keinerlei Veränderung, Umgestaltung, 
erlitten haben, so mußte die gebundene Säuremenge größer sein als 
der durchschnittliche Normalwert (6,94), da sie doch aus zwei Faktoren 
sich ergeben würde: aus den den 8,08 Proz. Albumin-Globulin 
entsprechenden 6,94ccm n/50 HCl plus der den 0,29 Proz. Mehr- 
eiweiß entsprechenden Säuremenge. Dementgegen ist der Mittelwert 
der bei Lungentuberkulose gebundenen Säuremenge nicht höher als 
der normale Durchschnitt (6,94), vielmehr erreicht sie denselben gar 
nicht (6,52). Der Quotient ist also wesentlich geringer als der der 
gesunden Kinder. Der Mittelwert beträgt 75,4. Hieraus ist ersichtlich, 
daß die Globulinzunahme bei Lungentuberkulose nicht durch Gewebs- 
zerfall verursacht wird, sondern das Albumin gestaltet sich zu Globulin 
um, nur so kann es begreiflich sein, daß die durchschnittliche gebundene 


D Tóth, Vortrag, gehalten im Budapester Ärzteverein am 22. März 1924. 
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Säuremenge trotz der Eiweißzunahme geringer ist als im Blutserum 
des gesunden Individuums. 

Noch entschiedener spricht gegen den Gewebszerfall die folgende 
Tabelle. Bei Peritoneum-, Knochen-, Nierentuberkulose erhöht sich 
der Mittelwert des Eiweißgehaltes gar nicht über den normalen Durch- 
schnitt, bleibt sogar unter diesem (7,95); der absolute Wert der ge- 
bundenen Säure bleibt noch mehr hinter dem normalen Durchschnitt 
zurück, weshalb der Mittelwert des Quotienten geringer ist als bei 
gesunden Individuen. Ob sich der Eiweißgehalt des Serums erhöht 
oder vermindert, der Quotient bleibt gleicherweise unter dem normalen 
Durchschnitt; bei Peritoneum-, Knochen-, Nierentuberkulose in ge- 
ringerem Maße als bei Lungentuberkulose. Auf die Lungentuberkulose 
nochmals zurückkehrend, wollen wir annehmen, daß der Eiweißgehalt 
des Serums überhaupt nicht zugenommen hat, vernachlässigen wir 
somit ganz das Mehreiweiß, 0,29 Proz., und dividieren wir die bei 
Lungentuberkulose gebundene Säuremenge mit dem normalen Eiweiß- 
durchschnitt, 6,52 : 8,08 = 80,7, der Quotient bleibt auch in dem Falle 
unter dem normalen Durchschnitt. 


Ebenso sprechen gegen den Gewebszerfall die folgenden zwei Fälle, 
bei welchen es sich um einfache adenoide Vegetationen handelt ohne 
jede sonstige Erkrankung. | 











Name | Alter | Ewe | Brebundene Quotient 
CE 2,5004] 12 Jahre 8,60 6,75 78,0 
SC EECH I 8 „ 8.64 6,90 79,8 


In diesen Fällen kann von Gewebszerfall überhaupt nicht die 
Rede sein, hingegen wissen wir, daß zufolge exsudativer Diathese zu 
infektiösen Erkrankungen eine Neigung besteht. Das Eiweißprozent 
nimmt zu, die gebundene Säuremenge erreicht den Durchschnitt nicht, 
somit bleibt der Quotient unterhalb dem Normalen. 

Wenn nun die Globulinzunahme nicht durch Gewebszerfall ver- 
ursacht wird, sondern das Serumalbumin gestaltet sich zu Globulin um, 
was übrigens auch durch die Untersuchungen Duzdrs und Rusznydks!) 
bestätigt wird, entsteht die Frage, wie diese Erscheinung pathophysio- 
logisch aufzufassen ist? Unserer Meinung nach ist diese Verschiebung 
die Reaktion des Organismus auf seitens gewisser Mikroorganismen 
erfolgte Invasion. 

Zur Ergänzung der Statistik über Tuberkulose wollen wir noch 
einige Fälle von Meningitis tuberculosa hier einschalten. 


1) Duzar und Rusznyák, Magyar Orv. Archivum 1, 1924. 
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Name | Alter j en esundene Quotient 
ee Ne He er JL _troz E Se 

11, Jahre | 8,32 H 7,04 | 84,6 

CU 7,85 6,93 | 88,3 

CU za 6,39 | 830 

3 á | 8,06 7,30 90,5 

3 S | 8,96 727 | 81,1 

6 S | 864 7,78 90,0 

13 IV T4 6.81 | 88.0 

Mittelwert: | 817 | 707 | 86,5 





Bei Meningitis tuberculosa finden wir keinerlei Regelmäßigkeit. 
Je nachdem der Organismus auf die Infektion noch zu reagieren 
vermag oder nicht, ist der Quotient bald geringer, bald höher als der 
Normalwert. Der Durchschnittswert kommt dem normalen sehr nahe. 


Die allerbedeutendste Quotientverminderung konstatierten wir in 
zwei Fällen von pyogener Osteomyelitis, wo der Quotient auf 72,6 
herabfiel. 





| | S Zeg 
Name Alter Diagnose Eiweiß 
` II Proz. 





Gebundene 
Sur Quotient 





| 12 Jahre || Osteomyel. chr. | 9,365 H 6,93 74,0 
‚In o, | 834 6,06 72,6 


” HA 





Hier können wir das bei Tuberkulose Erwähnte wiederholen. Im 
ersten Falle nimmt der Eiweißgehalt mit etwa 1 Proz. über den Durch- 
schnitt der gesunden Kinder zu, die gebundene Säuremenge hinwieder 
stimmt genau mit dem bei gesunden Kindern beobachteten Durch- 
schnittswert überein. Wäre hier das ursprüngliche Albumin-Globulin- 
verhältnis unverändert geblieben und hätte diese Eiweißzunahme der 
Gewebszerfall verursacht, so hätte die gebundene Säuremenge etwa 
8 cem betragen müssen (6,94 + x). Trotz der wesentlichen Zunahme 
des Eiweißgehaltes überschreitet die gebundene Säuremenge den 
normalen Durchschnitt überhaupt nicht. Dies kann nur so erklärt 
werden, daß in den ursprünglichen 8,08 Proz. Eiweiß eine große Ver- 
schiebung in der Richtung des Globulins eingetreten ist. Der zweite 
Fall, bei welchem wir den geringeren Quotienten konstatierten, war 
ein sehr schwerer chronischer Fall, bei welchem zufolge außerordentlich 
ausgedehnter, sekundärer Pseudoelephantiasis das erkrankte Glied 
amputiert werden mußte. In diesem Falle ist die gebundene Säure- 
menge trotz Zunahme des Eiweißgehaltes wesentlich hinter dem 
normalen Wert (6,94) geblieben und ist deshalb der Quotient unter 
allen bisher aufgezählten Quotienten der niedrigste. 
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In der folgenden Gruppe fassen wir die bei Chorea minor kon- 
statierten Ergebnisse zusammen. 


























B.J... 8 Jahre | 742 6,36 85,7 
N.M....... 8, | 7,74 6,68 86,0 
II. Lauda | 0 „ 8,39 7,12 85,0 
NV. wg | 12 „ ap | oan 86,7 
S.A eer 12 - | 78 6,70 85,7 
Ze. E... .. 8 o, | 7,67 6,17 80,0 


Unsere sämtlichen Werte bewegen sich um den normalen Kinder- 
durchschnitt herum mit Ausnahme eines einzigen, bei dem im Laufe 
der klinischen Beobachtung außer Chorea noch peribronchiale Drüsen- 
tuberkulose konstatiert wurde. 


Bei an fieberhaften Infektionskrankheiten leidenden Kindern haben 
wir in 14 Fällen Untersuchungen vorgenommen. 




















| 
Name Alter o Diagnose kee Eiweiß i | Quotient baua 
en een || Proz. Aue 
K.J.. 1 7 Jahre Thyphus abd. 7,20 | 6,20 86,0 
RA... ET e i S 8,82 7,55 85,6 
Gu . 14 , Ä S o 8,04 6,98 86,8 
N.J... | SES Influenza 7,20 5,98 83,0 
H.L...ı® „| o 8,13 | 6,94 85,3 
B.L... 1 „ 841 : 6,98 82,5 
SE. 14 > | Dipht. faucium 7,57 6,42 84,8 
H.L... 1 „ S R 7,96 | 6,64 83,4 
N.G.. 13 ,, Pleuritis exs. 753 , 6,27 83,3 
S. B. . H, S R ' 917 7,47 81,4 
S.K... 6 „|| Bronchopneumonie ` 7,74 | 617 79,7 
P.M. . | 9, Periost. mand. | 7,78 | 633 81,3 
B.M. .| 14 , Erysipelas 7,94 6,59 83,0 
B.M. UN E , Serumkrankheit 8,06 6,71 83,2 


Bei den untersuchten drei Typhusfällen schwankt der Quotient 
trotz der großen Differenzen des Eiweißgehaltes (7,20 bis 8,82) um 
den Normalwert herum. Bei den sonstigen Infektionskrankheiten zeigt 
der Quotient eine geringe Abnahme, der allergeringste Wert wurde 
bei Bronchopneumonie beobachtet. Die Serumkrankheit gehört zwar 
nicht zu dieser Gruppe, wir haben dieselbe im Interesse des Vergleichs 
hier aufgenommen, weil sie bei dem in dieser Tabelle aufgenommenen 
Erysipelaskranken aufgetreten ist. Die Serumkrankheit hat an den 
bei der Erysipelas gefundenen Quotienten nichts geändert. 





Säurebindungsvermögen des Blutserums usw. 193 


Mit großem Interesse haben wir -den Ergebnissen der Unter- 
suchungen an Luetikern entgegengesehen. Die Anzahl der unter- 
suchten Fälle betrug zehn, größtenteils Säuglinge. 











, Sr iB Geb re 
Name | Alter | en Rene Quotient 
SE SE 











E SEENEN | 3 Monate u CG? = 6,33 | an 
M.L... 3, 69 | 609 87.0 
KL. e Aë sa | ` 5 6,55 | 5,71 | 87,1 
OR een, ee 6,86 5.95 86,0 
Moens Les" 766 59 | 780 
E GE | e ` opp | 64T 85.6 
LE ware 6 „ | 6,98 5,89 84,4 
PAI a ` up | 609 81.6 
CI. 2.2.2... go y? 7a — 62l 80.2 
GJ ae ‚7 Jahre | 8,17 6,57 80,4 


Der Quotient blieb in allen Fällen mehr oder weniger unter dem 
dem Alter entsprechenden Durchschnitt. 


Bevor wir auf den zweiten Teil unserer Arbeit übergehen, möchten 
wir noch einige bei verschiedenen Krankheiten beobachtete Ergebnisse 
einschalten. Die Anzahl der Fälle dieser Krankheitsgruppen ist so 
gering, daß die Aufnahme derselben in gesonderten Tabellen nicht 
notwendig erscheint. 











| | i å 
Name Alter l Diagnose | . Eiweiß 
TE " BEEN ll. Proz. i 





Gebundene E Qu Quotient 




















| 
S.A... 8 | Rachitis | 6,57 5,84 89,0 
M.M.. 1 Se  Bvdrooepb, cong. | 

Ä rachitis 1,78 6,60 , 84,8 
S.M... 7 Jahre ` Ascariasis | 757 6.52 86,0 
P.J... 233 ër 7 Struma 8,55 6,67 77,3 
M.N.. 9 , `, ` M.Basedowii | 

| (forme fruste) |; 7,716 | 6,84 88,0 
H.J... 19 „ ` Stillende Mutter 823 | 642 : 780 





Die Anzahl unserer Rachitisfälle ist zu gering, um ein klares Bild 
gewinnen zu können. Bei Ascariasis ist der Quotient normal, bei 
Struma, wo Gewebszerfall ausgeschlossen ist, hat der Quotient ab- 
genommen, bei Basedow dagegen etwas zugenommen. 


Es ist ein Vorteil unserer Methode, daß wir mit derselben ohne 
besondere Mühe kolloidehemische Abweichungen nicht nur nach der 
einen, sondern auch nach der anderen Seite hin nachweisen können. 
Als Beispiele hierfür mögen die folgenden Fälle dienen, in welchen 
statt der bisher beobachteten Quotientverminderung allermeistens eine 
Quotienterhöhung beobachtet wurde. 
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Name Alter Diagnose an Ve een Quotient 
R.M. 7,20 
R.G.. 7,07 
S.J. . 7,63 
L.G. . 7,85 
P.J.. | 6 , S 8,06 6,67 82,7 
B.J...ı 8 , Tons. follis. 7,09 6,83 96,0 
M.E. .| 4 „ | Periton. diplococc. 6,68 608 | 91,0 





Bei Scarlatina hat die gebundene Säuremenge in drei Fällen eine 
Zunahme, in zwei Fällen eine geringe Abnahme gezeigt. Ebenso ver- 
mehrte sich die gebundene Säuremenge bei der untersuchten folli- 
kulären Tonsillitis, weniger bei Periton. diplococcica. 

Um das Bild zu ergänzen, erwähnen wir noch einige sonstige Fälle. 








| 
Name Alter | Diagnose | on Gebundene Quotient 
F.E... Purpura simplex 5,91 78,5 
F. R. S -e 8 29 39 23 8,06 6,65 83,0 
P.B a 9 ,„ SS ab 8,17 6,81 83,3 
M.L. | 4 „ Anaemia pseudoleuc. 
infantum 6,62 6,46 97,7 
F.A... 6 JI Morbus mac. Werl. | 6,52 6,49 99,5 
D.J... 3 ,„ Vitium cong. | 7,85 8,27 105,0 


Bei Purpura simplex fanden wir ausnahmslos Quotientverminderung, 
während dies bei Anaemia pseudoleuc. und Morbus Werlhof bedeutend 
zugenommen hat. Bei kongenitalem Herzfehler waren die Verhältnisse 
in allen Belangen abnorm; die Anzahl der roten Blutkörperchen hat 
stark zugenommen, das Blut zeigte selbst nach 24 Stunden nur partielle 
Gerinnung, das Verhältnis der Plasmaformbestandteile war 1:4. 

Es ist nun die Frage, wodurch die Quotienterhöhung verursacht 
wird? Unserer Ansicht nach kann die Quotienterhöhung durch zwei 
Faktoren bedingt werden: entweder durch Albuminzunahme auf 
Kosten des Globulins oder durch Zunahme des Blutalkalis. Wir haben 
die Hydrogenionkonzentration (Ce) des Blutes nicht gemessen, aber es 
ist ja bekannt, daß die Co des Blutes unter den verschiedensten Um- 
ständen zufolge der vielen Puffersysteme ziemlich konstant bleibt. 
Kann sonach von einer Zunahme des Blutalkalis bei unveränderter Co 
gesprochen werden? Zum normalen Serum kann Alkali in ziemlich 
bedeutender Menge zugegeben werden, ohne daß die Co des Blutes 
eine Veränderung erfahren würde. Die Ursache dieser Erscheinung 
ist in hohem Eiweißgehalt des Serums zu suchen. Das dem Serum bei- 
gegebene Alkali wird durch die Serumproteine so lange chemisch ge- 
bunden, bis sie das dem py 7,4 entsprechende Maximum nicht erreichen; 
sobald sie dieses Maximum erreicht haben, beginnt auf Beigabe der 
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folgenden Tropfen das py zuzunehmen. Der vermehrte Alkaligehalt 
führt zu erhöhter Eiweißionisation und Stabilität. Nehmen wir jetzt 
die andere Alternative an, daß in unseren Fällen das Albumin auf 
Kosten des Globulins zugenommen hat. Dies bedeutet so viel, daß 
das labile Eiweiß sich zu stabiler Modifikation umgestaltet hat. Wir 
gelangen somit gemäß beider Hypothesen zur erhöhten Eiweißstabilität. 

Sehr interessant ist die Vergleichung der beiden letzten Tabellen. 
Bei gewissen ` Infektionskrankheiten: Scharlach, Tonsillitis follic., 
Pneumokokkenperitonitis, ergeben sich Fälle, die ganz dieselben kolloid- 
chemischen Abweichungen aufweisen wie die Anaemia pseudoleuc. 
und Morbus mac. Werlh. Es besteht zwischen denselben ein gewisser 
kolloidchemischer Zusammenhang. Wir halten es für wichtig zu er- 
wähnen, daß auch unser Werlhof nach Scharlach aufgetreten ist. In 
der Literatur sind mehrere Fälle verzeichnet, die teils in Zusammenhang 
mit Scharlach, teils mit Pneumokokkeninfektion entstanden sind. 

Wir können nicht behaupten, daß bei diesen Infektionskrankheiten 
der Säure-Eiweißquotient sich in vielen Fällen erhöht hatte. Wir 
halten eher das Gegenteil für wahrscheinlich. Daß wir unter fünf 
Scharlachfällen bei dreien eine Quotienterhöhung beobachteten, glauben 
wir dem Zufall zuschreiben zu können. 

Von den hämorrhagischen Diathesen wies das Purpura simplex 
die gegenteilige kolloidchemische Abweichung auf als das Morbus 
Werlhof, was als neuerlicher Beweis für die dualistische Auffassung 
der hämorrhagischen Diathesen dient. 

Im Belange der Blutungszeit, Blutgerinnung und Blutungs- 
bereitschaft haben wir nur den Werlhof und die pseudoleukämische 
Anämie genauer beobachtet. Bei Werlhof haben wir Hautblutung, 
geringere Schleimhautschwellung, Gelenkschmerzen, mitunter sub- 
febrile Temperaturen konstatiert bei einwandfreiem Allgemeinbefinden. 
Das Kind war ständig munter und guter Laune. Die Blutungszeit 
war verlängert, die Gerinnung verzögert, Retraktion stellte sich auch 
nach 24 Stunden nicht ein, Rumpel-Laede war positiv. Die pseudo- 
leukämische Anämie zeigte gleichfalls Neigung zur Blutung mit ver- 
zögerter Blutungs- und Gerinnungszeit, die Retraktion blieb auch 
hier aus. 

Während der Aufarbeitung der in unserem Artikel erwähnten 
100 Fälle haben wir die Zeitdauer der Retraktion beobachtet. Bei 
einem Quotienten von 75 bis 76 begann die Retraktion im Wassermann- 
rohre durchschnittlich nach einer halben Stunde, bei einem Quotienten 
von 85 bis 87 nach 1 bis 2 Stunden, bei einem von 96 bis 97 trat die 
Retraktion selbst nach 24 Stunden nicht ein. 

Wir erwähnten bereits, daß kolloidchemisch zwei Gruppen der 
mit Blutungen einhergehenden Krankheiten unterschieden werden 
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können. In der einen Gruppe (Purpura simplex) hat sich der Säure- 
Eiweißquotient vermindert, hierher gehören jene Fälle, bei welchen 
die Blutungszeit, Blutgerinnung und Retraktion annähernd normal 
sind. In der zweiten Gruppe (Morbus Werlhof, Anaemia pseudoleuc.) 
hat sich der Säure-Eiweißquotient erhöht. Hierher gehören unsere 
Fälle mit verzögerter Blutungs- und Gerinnungszeit bei völligem 
Fehlen der Retraktion. Bestimmt vermögen wir nicht anzugeben, 
was die Ursache der Blutungsbereitschaft bei fast normalem Blut- 
befunde in der ersten Gruppe sein mag. Wahrscheinlich handelt es 
sich hier um primäre Gefäßwandläsion (Angiopathie). Wir behaupten 
aber, daß bei Krankheiten, die mit verlängerter Blutungs- und Ge- 
rinnungszeit, Mangel an Retraktion einhergehen, die oben erwähnte 
kolloidchemische Abweichung eine sehr wichtige Rolle spielt. Somit 
sind wir in der Lage, als erste auf die mit Werlhof einhergehenden 
kolloidchemischen Abweichungen hinzuweisen. 


Zusammenfassung. 


1. Wir haben die Gesamtsäurebindung des Blutserums mit einer 
von uns ausgearbeiteten Methode festgestellt. Die Menge der gebundenen 
Säure hängt vom Eiweißgehalt des Blutserums ab. Um die Resultate 
auf 1 Proz. Eiweiß zu beziehen, wurde die durch 1 ccm Serum gebundene 
Säuremenge mit dem Eiweißprozent dividiert und mit 100 multipliziert. 
Solcherweise erhielten wir einen Quotienten, den wir Säure-Eiweiß- 
quotient nannten. Dieser Quotient bedeutet die in 100 ccm Serum 
auf 1 Proz. Eiweiß entfallende Säuremenge, ausgedrückt in n/50 Säure. 

2. Der Säure-Eiweißquotient ist am höchsten bei Säuglingen, mit 
dem Alter nimmt er stetig ab. 

3. Unter den Krankheiten fanden wir bei Tuberkulose, Lues, 
Osteomyelitis, adenoider Vegetation, Bronchopneumonie, Pleuritis, 
Purpura simplex einen niedrigeren, in manchen Fällen von Scharlach, 
Pneumokokkenperitonitis, Tonsillitis follicularis, Anaemia pseudoleuc. 
und Morbus mac. Werlhofii dagegen einen erhöhten Quotienten. 

4. Die Ursache der starken Quotientverminderung besonders bei 
Tuberkulose, Osteomyelitis ist nicht in der zufolge des Gewebszerfalls 
entstandenen Globulinvermehrung, sondern in der Umgestaltung des 
Albumins zu Globulin zu suchen. 

5. Die Quotienterhöhung kann entweder durch die Zunahme des 
Blutalkalis oder durch die Umgestaltung des Globulins zu Albumin 
verursacht werden. 


Untersuehungen über den Einfluß 
ultravioletter Strahlen auf akzessorische Stoffe. 


I. Mitteilung: 
Versuche über die Beeinflussung des Faktors A. 


Von 
Josef Spinka. 


(Aus dem Versuchslaboratorium der Chemischen Aktienfabrik in Kolin a.d. E. 
und aus dem Laboratorium für Zoologie und Tierstoffkunde der tschechischen 
Technischen Hochschule in Brünn, C. S. R.) 


(Eingegangen am 29. August 1924.) 


I. Einleitung. Zweck und Programm der Untersuchungen. 


Bei den biologischen Untersuchungen über Wirkung und Wesen der 
akzessorischen Stoffe oder Vitamine, besonders bei deren subkutaner 
Applikation bei experimenteller Avitaminose der Versuchstiere fordert 
man von dem gegeberien Vitaminpräparat wenigstens praktische Steri- 
lität. Der Zweck der vorliegenden Arbeit soll nicht die Beschreibung der 
Wege und Methoden sein, mittels welcher ich zu einem solchen Präparat 
gelangen wollte, aber es muß vorausgesagt werden, daß eine dieser 
Methoden, die das verlangte Resultat versprach, die Benutzung 
des ultravioletten Lichtes der Quecksilberquarzlampe war. Zu der 
Zeit, da ich die betreffenden Versuche unternahm, fand ich in der 
mir zugänglichen Literatur nirgends auch nur eine Andeutung über 
die Wirkung ultravioletter Strahlen auf die Vitamine und sah mich 
daher veranlaßt, zunächst Untersuchungen zwecks Information ein- 
zureihen. Es handelte sich mir vor allem nur um die Feststellung, 
ob die Wirkung vitaminöser Präparate nach der Bestrahlung geschwächt 
oder gar vollends vernichtet wird. Die Ergebnisse meiner Kontroll- 
ausgangsversuche, hauptsächlich die immer wiederholt konstatierten 
tiefgreifenden chemischen Veränderungen, die durch ultraviolette 
Strahlen in einigen Präparaten selbst verursacht wurden, bewogen 
mich zur Erweiterung und zum ausführlichen Studium der Versuche; 
besonders als ich später, eigentlich schon nach Versuchsabschluß, aus 
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der Literatur über ähnliche Versuche!) erfuhr, welche aber in vieler 
Hinsicht mit meinen Resultaten nicht übereinstimmen, obwohl mir 
ausführlichere Angaben genannter Autoren über die Technik der Be- 
strahlung nicht bekannt sind. 

Auf Grund seiner Versuche behauptet nämlich S. S. Zilva: 

a) daß A-Faktor enthaltende Butter nach achtstündiger Be- 
strahlung mit ultraviolettem Lichte ihre Wirksamkeit vollständig 
verliert ; 

b) daß ultraviolette Strahlen den Vitaminfaktor B (der im Wasser 
löslich ist) überhaupt nicht vernichten ; 

c) daß ultraviolette Strahlen zwar den (antiskorbutischen) Vitamin- 
faktor C nicht zerstören, aber daß die Wirkung des bei ultra- 
violetter Lichtbestrahlung entstehenden Ozons zu befürchten ist; 

d) in seiner späteren Arbeit?) zeigt er, daß das Ozon auf den in 
Fett löslichen A-Faktor stark zerstörend wirkt. 

Die Versuche S. S. Zilvas hat — soweit mir bekannt — leider 
niemand wiederholt und in der bisherigen diesbezüglichen Literatur 
habe ich auch nirgends andere Berichte über den Einfluß ultravioletter 
Strahlen auf akzessorische Stoffe gefunden. Wie schon oben erwähnt, 
habe ich die Ergebnisse des genannten amerikanischen Autors erst 
nach Abschluß meiner Versuche in Erfahrung gebracht. 

In dieser ersten Mitteilung will ich zunächst über die Versuche, 
die sich auf den Faktor A beziehen, berichten. 


IH. Die Ausgangskontrollversuche. 
Aus Kontrollgründen führte ich zunächst folgende Versuche dureh: 


‘Drei Serien gesunder weißer Mäuse zu vier Stück von einem Durch- 
schnittsgewicht von 18 g erhielten als Futter kleine Kuchen, die folgender- 
maßen hergestellt wurden: Aus reinen, aschefreien, in destilliertem Wasser 
zerweichten und ausgewaschenen Filtern wurde eine Masse bereitet, die 
dann im Verhältnis 1: 1 mit gemahlenem und durchsiebtem, trockenem 
(bei 120° C durch 6 Stunden) Hafer (ganze Körner unter Benutzung von 
einem Teil destillierten Wassers) vermischt, geformt und bei 45°C im 
Vakuumtrockenschrank getrocknet wurde. Das Durchschnittsgewicht 
dieser Kuchen betrug 4g. 

Die Käfige wurden täglich gereinigt, mit frischem Trinkwasser ver- 
sehen und die Reste der etwa nicht aufgefressenen Kuchen gegebenenfalls 
abgewogen und aus der Differenz das im Laufe des verflossenen Tages 
von den Mäusen verspeiste Kuchengewicht berechnet. 

Die Mäuse wurden nach Möglichkeit täglich in Gruppen zu vier 
Mäusen auf einmal gewogen und die Gewichtssumme durch die Anzahl 


= 1) Solomon Sylvestr Zilva, The action of ultra-violet rays on the 
accessory food facıo's, Biochem. Journ. 18, 164, 1919. 
2) Derselbe, Action of ozone on fat — soluble factor in fats, Biochem. 
Journal 14, 740, 1920. 
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der Tiere (4) dividiert, wodurch das Durchschnittsgewicht einer Maus 
bestimmt wurde. Ähnlich berechnete ich das Gewicht der Mäuse und 
der verzehrten Kuchen aus allen drei Serien. Die sich hierbei ergebenden 
Resultate sind in folgender Tabelle zusammengestellt: 













1922 gewicht gew Sr der von 1922 gewicht pria der von 
: einer Maus ver : einer Maus vers 
am | einer Maus zehrten Kuchen am einer Maus zehrten Kuchen 









£g 












‚v1 18 E 25. VIL 17 6 

28. VI. 16 | 2 26. VIL 17 4 
29. VI. 16 | 3 27. VII. 17 6 
30. VI. 15 | 3 28. VII. | 17 6 
1. VII. 15 5 29. VII. 18 8 
a VIL 15 6 31.VIL ; 18 4 
3. VIL 15 6 1. VIII. 18 6 
4. VII. 16 6 a VIIL 17 6 
5. VIL. 17 8 3. VIIL. 17 7 

7. VIL 16 5 4. VIIL. 18 4 

8. VII. 17 8 5. VIIL 18 10 
10. VIL 16 5 7. VILL 18 6 
11. VIL 16 2 8. VITI. 19 5 
12 VIT | 17 4 8. VIIL 19 6 
13. VII | 17 3 10. VIII. 19 H 
14. VII. | 17 6 11. VIII. 18 4 
15. VII, 17 8 12. VIIL 17 81) 
17. VIIL 16 2 14. VIII. 16 81) 
18. VIL 17 a 15. VIIL 15 48) 
19. VII. 17 6 16. VIII. 15 1°) 
20. VII. 18 4 17. VIII. | 14 4$) 
21. VIL | 17 4 18. VIII. 14 45) 
22. VII. | 18 8 19. VIII. 13 1°) 
24. VIL | 16 6 


1) In den Augen Eiter. — ?) Träge in der Bewegung, Augeneiterung. — 
3) Eine Maus verendet (erblindet). — *) Sechs Mäuse verendet (blind). — 
5) Zwei Mäuse verendet (blind). — 6) Drei Mäuse verendet (blind). 


Der geschilderte Fall bildet ein typisches Beispiel des Verlaufs 
bei dauerndem Mangel an A-Faktor. Bevor dieser Fall ausführlicher 
analysiert wird, erstatte ich über einen weiteren Bericht, in welchem 
zwar wieder drei Serien Mäuse zu vier Stück mit demselben Kuchen, 
jedoch mit Zugabe von A-Faktor enthaltender Butter gefüttert wurden. 
Durch Vergleich der Ergebnisse in beiden Versuchserien treten dann 
leichter die Unterschiede hervor, insofern sie die qualitativen Werte 
des Versuchsnahrungsmittels betreffen. 

Auch bei diesen Versuchen wurden wieder drei Serien von Mäusen zu 
vier Stück von einem Durchschnittsgewicht von 20 g aufgestellt. Das 
Versuchsfutter wurde folgendermaßen bereitet: 

Aus reinen aschefreien, in destilliertem Wasser erweichten und aus- 


gewaschenen Filtern wurde eine reine Zellulosemasse bereitet, von welcher 
500 g (trocken) abgewogen und mit 500g getrockneten (durch 6 Stunden 
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bei 120°C) und gemahlenen Hafers unter Anwendung von 500g Wasser 
vermischt wurden. Zu dieser gut durchgemengten Masse wurden aber im 
Gegensatz zum ersten Falle 100g einer aus Kuhvollmilch von einer mit 
Grünfutter gefütterten Milchkuh frisch hergestellten Butter zugegeben. Der 
so zubereitete Teig wurde nach gründlichem Durchmengen zu Kuchen 
geformt und diese wurden im Vakuumtrockenschrank bei 45°C max. ge- 
trocknet. Das Durchschnittsgewicht betrug 4g. Die Ergebnisse finden 
sich in folgender Tabelle verzeichnet: 























Durchschnitts» | Durchschnitts» | Durchschnitts. | Durchschnitts- 
1022 || „gewicht BH 1922 | eg, EH 
am einer Maus | SC Kuchen am einer Maus zehrten Kuchen 
on Og g ` g g 
27. VI. 20 1 9. VIIL | on 3 
28.VI. | 17 2 10. VIII. 21 4 
29. VI. 16 3 11. VID. | 21 8 
30. VL 17 3 12. VIIL | 21 4 
1. VIL. 17 5 14. VIIL | 21 4 
2. VII | 18 4 15. VIII. 21 6 
3. VIIL. | 17 3 16. VIII. 22 4 
4. VII. 18 4 17. VIII. 21 4 
5. VII. 18 6 18. VIII. | 21 5 
7. VIL | 17 3 19. VIII. 2 8 
8. VIL ` 18 7 21. VIII. ` 21 4 
10. VII. ` 17 3 22. VIII. | 21 4 
11. VIL ` 19 2 23. VIII. 21 5 
12. VII. 19 3 24. VIII. 22 6 
13. VII. 18 4 25. VIII. 21 4 
14. VII. | 19 5 26. VIIL ` 21 1 
15. VII. 18 6 28. VIII. | 21 6 
17. VII. | 18 7 29. VIII. , 21 4 
18.VIL ` 20 4 30. VIII. 21 4 
19. VII. 19 2 31. VIII. ' 21 4 
20. VII. 20 5 1. IX. 22 4 
21. VIL 20 | 4 2, IX. 21 8 
22, VII. ` 20 5 4. IX. 20 4 
24. VIL | 19 7 5. IX. 22 4 
25. VIL 20 6 6. IX. 22 4 
26. VII. | 20 | 6 7. IX. 22 4 
27. VIL | 20 3 8. IX. 22 4 
28. VII. | 21 8 9. IX. 22 8 
29. VII. ` 21 4 11.IX. ` 21 5 
31. VIL | 21 3 12. IX. 22 4 
1. VIII. 21 6 13. IX. | 23 5 
2. VIII. 20 | 5 14.IX. ` 23 5 
3. VIII 20 e 4 15. IX. 23 5 
4. VILI. ` 20 6 16. IX. 23 8 
5. VIII. 21 6 18. IX. | 23 4 
7. VIII. 19 5 19. IX. D" on 
8. VIIL | 21 4 | 





1) Unterbrechung der Versuche. 


In der ersten Versuchsreihe also, wo die weißen Mäuse ausschließlich 
mut, Kuchen gefüttert wurden, die eigentlich nur aus reinen Zellstoffen 
und gemahlenem und getrocknetem Hafer (aus ganzen zermahlenen 


l 
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Körnern) im Verhältnis von 1:1 bestanden, begann nach 45 Tagen 
(aus dem Durchschnitt von 12 Beobachtungen) das Körpergewicht 
der Mäuse dauernd und rapid abzunehmen, am 49. Tage konnte man 
beobachten, daß die Mäuse ihre frühere Regsamkeit verloren haben, 
beinahe bewegungslos verharrten, sich nicht einmal verscheuchen 
ließen und die Augen voll Eiter hatten. Am 50. Tage nach Versuchs- 
beginn fingen die Mäuse an, zugrunde zu gehen, nachdem sie vorher 
die Sehkraft offensichtlich verloren hatten. Bis zum 53. Versuchs- 
tage verendeten alle Mäuse, alle bereits blind. Die Gefräßigkeit 
ging erst in den letzten Tagen auffallend zurück. Nach 53 Tagen betrug 
der Körpergewichtsverlust einer Maus 5g, das sind bei einem Anfangs- 
gewicht von 18g beinahe 28 Proz. 

In der zweiten Versuchsreihe wurden die Mäuse wesentlich mit 
demselben Futtermittel, nur mit dem Unterschied, daß noch etwa 
9 Proz. Butter zugefügt wurden, gefüttert. Diese Versuche dauerten 
im ganzen 85 Tage, während welcher Zeitdauer es den Mäusen sehr 
gut erging und keine einging. Die durchschnittliche Körpergewichts- 
zunahme betrug in dieser Zeit durchschnittlich 15 Proz. Die Gefräßigkeit 
war hierbei keinen auffallenden Schwankungen unterworfen. 

Bei Inbetrachtziehung der chemischen Zusammensetzung der 
Haferkörner!) sehen wir, daß das Haferkorn eine an Nährstoffen ver- 
hältnismäßig sehr reiche Nahrung bildet. 

Das Haferkorn ist aber trotzdem erst durch Zugabe von frischer 
Butter ein hinreichendes Nahrungsmittel geworden, ein Beweis dafür, daß 
Butter einen Stoff enthält, dessen qualitative Eigenschaft die Gewichts- 
abnahme, die Herabsetzung der Resistenz gegen Bakterieninfektion 
(Ceratomalacie) und das Absterben der Versuchsmäuse verhindert. Die 
in der ersten Versuchsreihe beobachtete Augeneiterung und das schließ- 
liche Blindwerden der Mäuse muß als eine mit dem A-Faktormangel 
zusammenhängende Erscheinung betrachtet werden, und zwar durch 
Entstehen der Xerophtalmie, welche ihren Ursprung zunächst im Aus- 
trocknen der Augen bzw. der Hornhaut hat, wodurch erst das Eintreten 
der Infektion ermöglicht wird?). 


III. Versuche mit bestrahlter Nahrung. 


Als ich so zur Überzeugung gelangt war, daß in der gegebenen 
Butter der A-Faktor tatsächlich enthalten ist, setzte ich die letztere 
durch 20 Minuten bei Luftzutritt der ultravioletten Strahlenwirkung 
unter nachfolgenden Bedingungen aus: 


1) König, Chemie der menschlichen Nahrungs- und Genußmittel 2, 
5. Aufl., S. 350 und 873, 1920. 
2) Hopkins, Proc. Royal soc. med. 18, 1, 1920. 
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Die Versuchsbutter wurde in einem verschlossenen Glasgefäß in ein 
Wasserbad von 38°C Temperatur untergetaucht und nachher in eine runde 
flache Glasschale von 10cm Durchmesser (Kristallisationsschale) so ge- 
gossen, daß die Butter eine gleichmäßige 1 mm hohe Schicht bildete. Die 
Schale wurde dann samt der Butterschicht in einem Wasserbade mit 
konstant bleibender Temperatur von 38°C befestigt und die ganze Ein- 
richtung unter den Quarzlampenbrenner so gestellt, daß die Butterober- 
fläche in senkrechter Entfernung von 10 cm blieb. 

Hierzu wurde eine Lampe für Gleichstrom (120 Volt, 4 Amp., 0,44 KW) 
der Quarzlampengesellschaft in Hanau, deren Brenner aus Quarzglas. 
Type UVH ist, verwendet. | 

Es muß bemerkt werden, daß sich der Lampentiter (nach Bering- 
Meyer) im Laufe meiner Versuche fast gar nicht geändert hat und daß 
daher beständig mit einer fast konstant bleibenden Lichtintensität ge- 
arbeitet wurde (wenn dabei allerdings immer die gleichbleibende Ent- 
fernung des Objektes vom Brenner überprüft wird). 

Die Versuchsbutter wurde auf diese Weise durch 20 Minuten bestrahlt, 
unter zeitweiligem Rühren mit einem Stabthermometer, wobei die steigende 
Temperatur durch ein temperiertes Bad beständig in Grenzen von 38 bis 
42°C gehalten wurde. 

Die so in einer offenen Schale bei Luftzutritt bestrahlte Butter (im 
ganzen 100g) wurde zunächst mit 500g Cellulose, 500g getrocknetem 
und gemahlenem Hafer und 500 g H,O wie in der vorhergehenden Versuchs- 
serie vermischt und durch Formen und Trocknen im Vakuumtrocken- 
schrank bei 45°C max. zu Kuchen von 4g Durchschnittsgewicht ver- 
arbeitet. 

Diese Kuchen wurden vier weißen, vollkommen gesunden Versuchs- 
mäusen, welche unter denselben Bedingungen wie vorher gehalten wurden, 
vorgelegt. Aus dem Gesamtgewicht dieser vier Mäuse wurde wieder das 
Durchschnittsgewicht einer Maus, sowie auch die durchschnittliche Ge- 
fräßigkeit berechnet und der Versuchsverlauf in nachfolgender Tabelle 
zusammengestellt: 





| Kö icht | Gewichtderver Körpe : Gewicht der ver: 
192 Körpergewicht speisten Kuchen 1922 Körpergewicht speisten Kuchen 
| g g | g g 


m e an nn ea 
20.IX. 2 26. IX. | I7 1 





i 











2 ; 
21. IX. 21 l 27. IX. 16 Ä l 
22, IX. "` 19 l 28. IX. | 15 2 Mäuse } 
23. IX. 19 | 2 29. IX. | 15 ' 1 Maus f 
25. IX. | 16 | 1 30. IX. 15 1 Maus f 


Wie aus den Versuchen hervorgeht, sank auffallend die Gefräßigkeit 
der Mäuse gleich im Anfang, wodurch gleichfalls ein sehr empfindliches 
Sinken des Körpergewichts der Mäuse eintrat, bis diese nach dem 
achten Versuchstage abzusterben begannen. Das Ende war schnell 
und kam plötzlich, obzwar an den Tieren sonst kein pathologischer 
Befund konstatiert werden konnte. 

Daraus aber, daß die Tiere so zeitig, nach achttägiger Fütterung 
mit Kuchen, welche durch 20 Minuten mit ultraviolettem Lichte be- 
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strahlte Butter enthielten, abstarben, urteilte ich, daß der Tod nicht seinen 
Grund hat in der Vernichtung des A-Faktors durch ultraviolette Strahlen, 
also in der Unzulänglichkeit desselben wie im ersten Falle, in welchem 
die Tiere bloß mit Hafer (bei 120°C durch 6 Stunden getrocknet) 
gefüttert wurden, denn der Mangel an erwähntem Faktor kommt erst, 
wie bekannt (s. erster Fall), nach 50 bis 60 Tagen zum Ausdruck. 

Die Ursache des plötzlichen Absterbens kann allerdings auch 
weder in der zur Herstellung der Kuchen verwendeten Cellulose, noch 
im Hafer liegen, denn es handelte sich um dasselbe Material, aus welchem 
die Kuchen auch in den früheren zwei Versuchen hergestellt waren. 
Daraus mußte ich den Schluß ziehen, daß es hauptsächlich chemische 
Veränderungen waren, die in der Butter durch den Einfluß des ultra- 
violeiten Lichtes entstanden sind. 

Um mich davon zu überzeugen, stellte ich noch weitere zwei 
Versuchsserien zu vier Mäusen unter den gleichen Bedingungen auf. 
Die Ergebnisse stimmen mit denen im ersten Falle überein; die Mäuse 
starben gleichfalls im Laufe von 7 bis 9 Tagen plötzlich ab, wie aus 
den beiden in folgender Tabelle verzeichneten Versuchsserien ersehen 
werden kann: 


Erste Serie. 

4. X. 1922. 4 Mäuse, im ganzen 88 g, hatten 6 g Kuchen verspeist 

5. X, ” am n 77 g.» 9 4 g kb Lo 

6. X. 4 6 e 728, e 4g n n 

7. X. 4 ” n ” 70 8 n 4 g n ” 

9. X. 4&4 n» n» sw ôg, „p 2g , e 
10.X. 3 e = o 47 g, n 0g n n : t 1 Maus 
11. X. 3 n » n»n U „ OB , » t3 Mäuse 


Die erste verendete Maus wog 12g, die nachfolgenden drei Mäuse 
verschieden zugleich und wogen 18, 15 und 12g. 


Zweite Serie. 

4. X. 1922. 4 Mäuse, im ganzen 81 g, hatten 6 g Kuchen verspeist 

5. X. 4 2 aw DB y AE e s 

6. X. 4 p j n 70 8, n 4 g n D 

7.X. An n»n n»n g, ew 3B , S 

9. X. 4 n n n 60 8, n lg n n 
10. X. 4 „ S „lg „ 0g , a 
11. X. 2 n „ n 28g, n 08 n n t 2 Mäuse 
12. X. 2 5 K „ 25g, „ DR: S t 2 Mäuse 


Die zwei ersten verendeten Mäuse wogen 14 und 14 g, die zwei folgenden 
12 und 13g. 

Um meine Vermutung, daß der Tod der Tiere in diesen geschilderten 
Versuchen nicht durch Vernichtung des A-Faktors, sondern etwa 
durch andere Einflüsse, und zwar toxischer Art, hervorgerufen wurde, 
auf eine feste Grundlage zu stellen, nahm ich noch folgende Unter- 
suchungen vor. 
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a) Von der unter den oben erwähnten Bedingungen mit ultraviolettem 
Lichte bestrahlten Butter wurden 10g in einen Kolben getan, 1000 ccm 
destillierten Wassers zugefügt und durch diese Mischung aus einem zweiten 
Kolben: Wasserdampf (welcher die Mischung von Wasser und Butter durch- 
blies) geleitet und mittels des Liebigschen Kühlers in einen vorgelegten, 
vorher sterilisierten und verschlossenen Kolben destilliert. Diesem Destillat 
wurden immer 500 ccm entnommen, 0,5 ccm mit einer ausgekochten Steril- 
Injektionsspritze abgemessen und auf den Rücken unter die Haut normal 
gefütterter gesunder Mäuse (vier einzelnen) injiziert. Alle diese Mäuse 
verendeten in 18 Stunden nach der Injektion. 


b) Das Brot, mit welchem die Kontrollmäuse gefüttert wurden, die 
zwei Monate gut und normal lebten, wurde kreuz und quer in annähernd 
gleich große (3 bis 4g schwere) Würfel zerschnitten und bis zu seinem 
hinlänglichen Hartwerden in einem warmen Raume belassen. 


Die so hergestellten Brotwürfel wurden in das in gleicher Weise wie 
im vorhergehenden Falle zubereitete Destillat getaucht und frei an der 
Luft getrocknet, bis sie hart geworden sind. Dieser Prozeß wurde dreimal 
wiederholt, worauf die Brotwürfel vier weißen, bisher bei normaler 
Fütterung gehaltenen Mäusen vorgelegt wurden. 


Im Verlaufe dieses Versuchs konnte man beobachten, daß die 
Mäuse nach einer bestimmten Zeit das Fressen zu meiden begannen und 
eher das gleichzeitig vorgelegte Wasser tranken. Am vierten Tage nach 
Versuchsbeginn verendete ein Tier, am sechsten Tage gingen zwei 
zugrunde und am siebenten die letzte Maus. Die Brotkuchen waren 
verhältnismäßig nur wenig benagt. 


Die Ergebnisse aller dieser Versuche erwiesen, daß sich früher 
noch, bevor der eventuelle Mangel bzw. die Vernichtung des A-Faktors 
zum Ausdruck kommen konnte, andere Einflüsse geltend gemacht hatten, 
deren Grund in der Veränderung der chemischen Zusammensetzung 
der Butter durch die Wirkung der ultravioletten Strahlen liegt. 


IV. Chemische Untersuchungen der bestrahlten Butter. 


Ein näheres Eingehen auf diese Veränderungen gestattet der 
Umfang der vorliegenden Arbeit nicht. So viel steht aber fest, daß wir, 
obwohl diese Frage in mancher Hinsicht bestimmt mit der Frage über 
den Ursprung des Ranzig- und Schlechtwerdens der Butter und der 
Fette überhaupt zusammenhängt, in der Literatur hauptsächlich aus dem 
Grunde nichts von Bedeutung finden, weil größtenteils nur dem Einfluß 
des Sonnenlichtes auf Fette Aufmerksamkeit gewidmet worden war. 


Die einesteils unbestrahlte, anderenteils bei Luftzutritt in Imm 
starker Schicht aus einer Entfernung von 10 cm, 20 Minuten hindurch 
bei konstant bleibender Temperatur von 38 bis 420 C usw. (wie früher) 
mit ultraviolettem Lichte bestrahlte Versuchsbutter unterwarf ich 
folgenden Untersuchungen bzw. Beobachtungen: 
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a) Die Prüfung des Geschmacks. 

Die mit ultraviolettem Lichte bestrahlte Versuchsbutter unterschied 
sich von der unbestrahlten bloß dadurch, daß ihr Genuß den Eindruck 
eines eigenen, talgigen Nachgeschmacks, gekennzeichnet durch einen ganz 
schwachen Ölgeruch und einigermaßen schärferen, im Halse erst nach 
gewisser Zeit kratzenden Beigeschmack, hervorrief. 


b) Das Aussehen 


der durch 20 Minuten bestrahlten Butter zeichnete sich durch eine ziemlich 
auffallende weiße Farbe aus, sonst war auch bezüglich der Konsistenz 
nichts Besonderes wahrzunehmen. 


c) Die Prüfung nach Kreis. 

Bei der durch 20 Minuten mit ultraviolettem Lichte bestrahlten 
Versuchsbutter stellte sich längstens nach 10 Minuten immer eine dunkle, 
satte Kirschenfärbung ein. Dieselbe, jedoch unbestrahlte Butter färbte sich 
nicht unter denselben Bedingungen auch nach mehrtägigem Stehenlassen 
und zeitweiligem Schütteln. 


d) Ausführlichere Prüfungen des Destillats. 


Eine größere Menge bestrahlter (darunter soll im weiteren immer die 
unter den oben angeführten Bedingungen mit ultraviolettem Lichte be- 
strahlte Butter verstanden werden) Versuchsbutter wurde mittels Wasser- 
dampf über den Liebigschen Kühler geleitet, mit Äther überschüttelt, die 
ätherische Schicht nach Trennung im Trennungstrichter allmählich bei 
mäßiger Temperatur abgedampft. Die übrig gebliebene ölige, übel riechende 
Flüssigkeit zeigte eine stark saure Reaktion mit Diazobenzolsulfosäure, 
reduzierte die ammoniakalische Lösung von Ag N O, mit dem Liebermannschen 
Reagens und auch mit der Vanillinsäure zeigte sie eine positive Reaktion, 
ebenso war auch die Reaktion nach Kreis besonders intensiv. 

Aus der Versuchsbutter, welche nicht mit ultravioletten Strahlen 
beleuchtet worden war, wurde in derselben Weise ein Destillat und aus 
diesem ähnlich der ätherische Extrakt hergestellt. Dieser Extrakt, von 
welchem eine nur unbedeutende Menge gewonnen wurde, wies den widrigen 
Geruch nicht auf, die Säure war schwächer und nur die Reaktion mit 
ammoniakalischer Lösung von A gNO, war positiv. Die übrigen Reaktionen 
waren nicht positiv. 

Aus den Ergebnissen der angeführten Reaktionen läßt sich der Schluß 
ziehen, daß im durch Wasserdampf übertriebenen Destillat der mit ultra- 
violettem Lichte bestrahlten Butter sich Säuren und aldehydische sowie 
auch Phenolstoffe, die mit dem Wasserdampf flüchten, befinden. 

Um mich zu überzeugen, welcher dieser drei Stoffe die Reaktion nach 
Kreis mit Phloroglucin gibt, ging ich folgendermaßen vor: 

Durch Erwärmung des oben erwähnten ätherischen Extraktes mit 
PbO und Wasser wurden freie Fettsäuren und teilweise auch die flüchtigen 
aldehydischen Stoffe entfernt. Nach einigemal wiederholtem Abdampfen 
der Reste bis zur Trockene und durch weitere Erwärmung war die Reaktion 
auf Aldehyd negativ, die Reaktion nach Kreis blieb aber gleich intensiv. 

Der Rest (Bleiseifen) wurde dann mit Äther extrahiert. Aus den 
Bleiseifen der Ölsäuren, die in die Ätherlösung übergingen, wurde dann 
mittels HCl die Ölsäure befreit, welche nach Reinigung abermals die satte 
Kirschenfärbung der Reaktion nach Kreis ergab. 
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Behufs Aufstellung von Vergleichen wurde eine chemisch reine Ölsäure 
verwendet (Acidum oleinicum orig. Merck), welche für sich allein selbst 
nach noch so langem Schütteln die Reaktion nach Kreis nicht aufwies, 
und erst nachdem sie der ultravioletten Lichtbestrahlung durch 5 Minuten 
aus einer Entfernung von 10 cm vom Quarzlampenbrenner ausgesetzt 
worden war, diese Reaktion in sehr intensiver Form zeigte. Diese meine 
Befunde stimmen vollkommen mit den Resultaten überein, zu welchen 
M. Winckel!) gelangte, nachdem er Schweinefett lange Zeit mit Sonnen- 
licht bei Luftzutritt bestrahlte. 


e) Die Prüfung nach Schmied. 

Die Lösung aus der bestrahlten Butter nahm im Gefäß einen gelblichen 
Ton an und wurde allmählich braungelb. Bei dem in gleicher Art mit 
der nämlichen, jedoch unbestrahlten Butter durchgeführten Versuche stellte 
sich eine nur schwach blaßgelbe Färbung ein. 


TI Die Quajakprüfung. 

Die Guajaktinktur wurde durch Auflösen von 5g Guajakharz in 
100 ccm 70proz. Äthylalkohol und schließlich die Hämoglobinlösung durch 
Auflösen von 3g Hämoglobin medic. (Merck) durch intensives Schütteln 
mit 100 ccm destillierten Wassers hergestellt. Die Prüfung selbst wurde 
dann wie folgt vollführt: 

5 g der im Wasserbade aufgetauten, bei Luftzutritt mit ultraviolettem 
Lichte bestrahlten Butter wurden mit 5 ccm destillierten Wassers vermischt 
und durch einige Minuten mit 4 bis 5 Tropfen Hämoglobin und 10 Tropfen 
Guajaktinktur geschüttelt. Ungefähr nach 10 Minuten erschien eine blasse 
Färbung. 

Der blinde Versuch ohne Butter und der mit unbestrahlter Butter 
durchgeführte Versuch waren negativ. 


g) Bestimmung der Refraktion. 


Die refraktometrische Bestimmung wurde mittels Refraktometers der 
Firma Goerz in Berlin bei einer Temperatur von 40°C, die mittels einer 
temperierten Einrichtung konstant erhalten wurde, durchgeführt. Die 
unbestrahlte Butter wies bei 40°C durchschnittlich np 1,4514, d. i. die 
Refraktometerzahl gleich 38,7 auf. Dieselbe mit ultraviolettem Lichte aus 
einer Entfernung von 10cm durch 20 Minuten bei Luftzutritt bestrahlte 
Butter ergab bei 40°C durchschnittlich np 1,4535, d. i. die Refrakto- 
meterzahl gleich 41,6. 


h) Bestimmung der Säurezahl. 

Vorgegangen wurde folgendermaßen: Die Butter wurde in Stücken 
von etwa 5g abgewogen, in einer Mischung von gleichen Teilen des 
neutralisierten Äthers und Alkohols gelöst und hierauf mit n/10 alkoholischer 
Kalilauge unter Anwendung von Phenolphthalein als Indikator bei starkem 
Schütteln zu einer schwach roten, 1 Minute dauernden Färbung titriert. 
Bei der ursprünglichen unbestrahlten Butter wurden durchschnittlich auf 
100 g Butter verbraucht: 


66,15 ccm n/1l0 KOH = 3,714 mg KOH auf 1g Butter. 


1) Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. Genußm. 1905, S. 90. 
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t) Bestimmung der Oxydationszahl. 
Bei der unbestrahlten Butter wurden laut Berechnung durchschnittlich 


verbraucht: 
1,25 ccm n/10 KMnO, auf 100g Butter, 


bei der bei Luftzutritt bestrahlten Butter durchschnittlich: 
4,20 ccm n/10 KMnO, auf 100g Butter. 


Aus den bisher beschriebenen Versuchen und sowohl aus den 
biologischen als auch chemischen Untersuchungen geht klar hervor, 
daß Butter, in dünnen Schichten unter den gegebenen Bedingungen, 
nämlich bei Luftzutritt in einer offenen Schale aus einer Entfernung 
von 10cm durch 20 Minuten mit ultraviolettem Lichte bestrahlt, bei 
zeitweiligem Rühren tiefen chemischen Veränderungen unterliegt, 
welche allerdings größtenteils in der letalen Wirkung an den Versuchs- 
mäusen zum Ausdruck kommen. Es ist interessant, daß bei der Unter- 
suchung des Geschmacks die bei Luftzutritt bestrahlte Butter von der 
unbestrahlten nur sehr schwer unterschieden werden kann, und erst 
bei Genuß einer größeren Menge der bestrahlten Butter deren Nach- 
geschmack charakteristisch wird. 

Ein wenig auffallender ist die Farbe der bestrahlten Butter, und 
auch dabei ist ein vorsichtiger Vergleich gleicher Schichten im auf- 
fallenden Tageslicht nötig. Es ist selbstverständlich, daß die Farben- 
veränderung bzw. das ‚„Bleichen‘‘ der Butter von der Güte der Butter, 
von deren Gehalt an natürlichen gelben Farbstoffen abhängt und sich 
nach der Bestrahlung dementsprechend mehr oder weniger auffallend zeigt. 
Sehr verläßlich ist die Prüfung nach Kreis. Schon eine 1 Minute dauernde 
Bestrahlung genügt, damit die obere Butterfläche diese Reaktion 
aufweist. Demgegenüber kann ich die Probe nach Schmied mit m-Phe- 
nylendiamin und ebenso die Guajakreaktion nicht als so empfindlich 
bezeichnen. 

Die Bestimmung der Refraktion der bestrahlten Butter, besonders 
nach dem Vergleich der sogenannten Refraktometerzahl aus dem 
Brechungsindex berechnet, scheint mir ziemlich verläßlich zu sein, es 
muß aber bemerkt werden, daß erst eine längere Zeit dauernde Be- 
strahlung abweichende Werte ergibt. Dauert die Bestrahlung nur 
kürzere Zeit, z. B. 10 Minuten, so liegen die Abweichungen in der 
Beobachtung in den Grenzen der Beobachtungsfehler. Auf die Säure- 
zahl hat die Bestrahlung überhaupt keinen Einfluß. 

Ich hatte in weiteren Untersuchungen Gelegenheit, diese Zahl 
bei Butter zu bestimmen, welche zweimal zu 30 Minuten, also im 
ganzen 60 Minuten, bestrahlt wurde, jedoch unterlag die Säurezahl 
auch hier keiner wesentlichen Veränderung. 

Die Oxydationszahl illustriert allerdings die in der mit ultraviolettem 
Lichte bestrahlten Butter entstandenen Veränderungen am besten. Da 
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diese Zahl in dem in gleicher Art und Weise bereiteten Destillat wie bei 
den biologischen Untersuchungen bestimmt wurde, kann man vermuten, 
daß sich die letale Wirkung mit dieser Zahl am sichersten indiziert. 

Um die Wirkung des bei der Quarzlampe sich bildenden Ozons 
zu eliminieren, ließ ich mir verschlossene Küvetten aus Quarzglas 
(bei der Quarzlampengesellschaft in Hanau) herstellen, welche wesentlich 
ein flaches Gefäß mit geschliffenem Verschluß (runder Durchschnitt 
50 mm) bilden und deren innere Wandentfernung 2mm und deren 
Wandstärke 1,5 mm beträgt. Diese Behälter sind ganz aus durch- 
sichtigem Quarzglas hergestellt. In diese Gefäße goß ich die vorher 
auf einem Wasserbade bei 40°C max. geschmolzene Butter so, daß 
zwischen dem Verschluß kein Raum entstand, wodurch nämlich das 
Eindringen des Sauerstoffs der Luft bzw. des entstehenden Ozons 
eliminiert wurde. Ich bestrahlte die Flächen durch 10 Minuten auf 
jeder Seite, nachdem das Umrühren ausgeschlossen war. Die Küvette 
wurde vor dem Füllen vorgewärmt und auch im Laufe der Bestrahlung 
durch ein Luftbad in den Grenzen von 38 bis 45°C erhalten. Die Be- 
strahlung geschah abermals mit derselben Lampe von gleicher Licht- 
intensität, aus gleicher (10 cm) Entfernung und bei ungefähr gleich 
starker Butterschicht und genau so lange (zweimal zu 10 Minuten, 
das sind 20 Minuten). Die Versuchsbutter bestrahlte ich natürlich 
nach und nach, und erst als eine genügend große Menge zur Disposition 
vorhanden war, wurde zur Anfertigung der Futterkuchen geschritten. 
Die Kuchen wurden aus demselben Material wie in den früheren Ver- 
suchen bereitet und auch das Verhältnis der Bestandteile sowie die 
übrigen Bedingungen (Trocknen im Vakuum usw.) wurden genau 
eingehalten. 

Zu den Versuchen wurden zwei Serien weißer Mäuse zu vier Stück 
gewählt und die Versuchstechnik blieb dieselbe wie in den früher an- 
geführten Versuchen. 

Das anfängliche Durchschnittsgewicht jeder Maus betrug 21g. Im 
Laufe der ersten 14 Versuchstage sank dieses Durchschnittsgewicht auf 
17 g und auch die Gefräßigkeit nahm ab. Nach dieser Zeit aber stieg das 
Körpergewicht zwar sehr langsam, aber doch mit einer bestimmten Gewiß- 
heit, bis es am 35. Tage nach Versuchsbeginn 19g erreichte, obzwar die 
Gefräßigkeit der Mäuse keineswegs bedeutend zugenommen hatte. Am 
41. Versuchstage verendete eine Maus (das (Gewicht nach dem Tode betrug 
18g) ohne irgend ein vorangegangenes Schwäche- oder Erschöpfungs- 
symptom. Am 63. Versuchstage erreichte das durchschnittliche Körper- 
gewicht 22g, und auf dieser Grenze hielt es sich beständig, eine schwach 
steigende Tendenz aufweisend. Am 86. Versuchstage nach Versuchsbeginn 
betrug das durchschnittliche Körpergewicht einer Maus 23 g, und an diesem 
Tage wurde auch der Versuch aus Mangel an Futterkuchen eingestellt. 


Während dieser ganzen Zeit, also 86 Tage, waren die Mäuse sehr frisch, 
wiesen eine fast konstant bleibende Gefräßigkeit auf und wurde nichts 
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Auffallendes in ihrem Verhalten beobachtet. Das Verenden einer Maus 
nach 14 Tagen muß aus diesem Grunde als Zufall betrachtet werden, 
irgend ein toxischer Einfluß oder der Mangel an A-Faktor ist ausgeschlossen, 
denn die übrigen Mäuse lebten ohne Anstand unter denselben Versuchs- 
bedingungen und mit derselben Nahrung noch um 45 Tage länger; sie 
wiesen sogar eine Zunahme des ursprünglichen Körpergewichts zu Anfang 
des Versuchs auf. 


Der Verlauf dieser Versuche überraschte mich gewissermaßen, 
und mit um so größerem Interesse führte ich nun mit der bei Luft- 
ausschluß bestrahlten Butter dieselben chemischen Untersuchungen 
und Bestimmungen wie im früheren Falle durch. Nachdem es sich 
um dieselbe Sorte Butter handelte, führe ich die Ergebnisse bei der 
ursprünglichen, überhaupt nicht bestrahlten Butter nicht mehr an: 


a) Prüfung des Geschmacks. 

Der Geschmack der bei Luftausschluß bestrahlten Butter wies keinen 
besonderen Charakter auf, der scharf kratzende Beigesehmack fehlte, der 
eigene, gewissermaßen talgige Nachgeschmack war aber doch immer be- 
sonders nach Genuß einer größeren Menge feststellbar. 


b) Das Aussehen 
bzw. die Farbe der Butter war gleichfalls weißer, namentlich in starken 
Schichten. 
c) Die Probe nach Kreis. ` " 


Bei dieser Reaktion trat längstens in 10 Minuten die rote Färbung 
zwar nicht so intensiv wie bei der bei Luftzutritt bestrahlten Butter, aber 
doch sehr deutlich zutage. Das mit Wasserdampf übergetriebene Destillat 
gab die gleiche Reaktion. 


d) Die Probe nach Schmied. 


Die in der Küvette bestrahlte Butter ergab durch diese Probe eine 
gelbe Färbung. 
; e) Die Guajakprobe 
wurde einigemal wiederholt, die blaue Färbung erschien aber nach 10 Mi- 
nuten nicht und erst nach längerem Stehen erreichte die Lösung eine 
schmutzig blaugraue Färbung, wahrscheinlich infolge des freien Zutritts des 
Sauerstoffs der Luft. 


f) Die Bestimmung der Refraktion 
ergab bei 40°C einen Durchschnitt von np 1,4518, d. i. die Refraktometer- 
zahl gleich 39,2. (Wie ersichtlich, ist die Veränderung der Refraktion 
der in der Küvette bestrahlten Butter unbedeutend und kann übrigens 
in den Grenzen der Beobachtungsfehler liegen, denn die vierte Dezimal- 
stelle des np-Wertes wird abgeschätzt.) 


g) Bestimmung der Säurezahl. 
Bei der Bestimmung dieser Zahl und beim Umrechnen der Ergebnisse 
wurden auf 100g in der Küvette bestrahlter Butter durchschnittlich 
66,15 ccm n/10 KOH, das sind 3,714 mg KOH auf 1 g Butter verbraucht, 
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also dasselbe Quantum, wie es bei der überhaupt nicht bestrahlten Butter 
konstatiert wurde. 


h) Bestimmung der Oxydationszahl. 

Nach Umrechnen wurde der durchschnittliche Verbrauch wie folgt 
festgestellt: 

2,50 ccm n/10 KMnO, auf 100g Butter. 

Wie aus den Resultaten dieser Prüfungen ersichtlich, sind die 
chemischen Veränderungen der in der Küvette bei Luftausschluß 
bestrahlten Butter keineswegs auffallend. Die Geschmackprobe und 
die Reaktion nach Schmied sind unverläßlich, die Refraktion stieg 
nur unbedeutend, die Säurezahl ist fast dieselbe wie bei der überhaupt 
nicht bestrahlten Butter. Dafür war die Reaktion nach Kreis augen- 
scheinlich positiv, die Guajakreaktion wieder umgekehrt negativ, und 
die Oxydationszahl zeigt zwar eine kleine, aber doch nur eine sichere 
Verbrauchssteigerung an n/10 KMnO,. 

Der wichtigste Umstand in unserem Falle ist freilich das Ergebnis 
der durchgeführten biologischen Untersuchungen mit der bei Luft- 
ausschluß bestrahlten Butter. Diese Untersuchungen beweisen, daß 
es unter den gegebenen Bedingungen zur Bildung toxischer Stoffe in der 
Butter nicht kam und daß der A-Faktor durch die ultraviolette Strahlen- 
wirkung nicht vernichtet wurde. | 


V. Zusammenfassung und Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Eine übersichtliche Zusammenfassung der ausgeführten Versuche 
bietet uns die folgende Tabelle. 

Durch Bestrahlung der Butter mit ultraviolettem Lichte bei Luft- 
zutritt erhält diese einen eigenen talg'gen Beigeschmack mit einem 
etwas schärferen Nachgeschmack. Durch die Bestrahlung bei Luft- 
ausschluß ändert sich der Geschmack der Butter zwar auch, aber in 
weniger wahrnehmbarem Maße. Der Nachgeschmack ist nur schwach 
talg’g und läßt sich mit Sicherheit erst nach Genuß einer größeren 
Menge Butter konstatieren. Um einen Vergleich vornehmen zu können, 
besorgte ich mir ranzig gewordene Butter und verglich deren Geschmack 
mit der bestrahlten Butter. Das Ergebnis dieses Vergleichs zeigte 
klar, daß die bestrahlte Butter nicht ranzig war. Schon der Codex Ali- 
mentarius Austr. (3. Teil, S. 108 usw.) macht einen Unterschied zwischen 
ranziger Butter und sogenannter talgiger. Die talg'g gewordene Butter 
ist dem Geschmack nach weniger widrig als die ranzige. 

Die ursprüngliche schwachgelbe Farbe verschwindet vollkommen, 
wenn wir die Butter bei Luftzutritt bestrahlen. Bestrahlen wir sie in 
einer Küvette, also ohne Luftzutritt, bleicht die Butter zwar gleichfalls, 
aber lange nicht in dem Maße wie im ersten Falle. Es ist klar, daß die 
Veränderung der Butterfarbe im gegebenen Falle bei Bestrahlung durch 
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die Gegenwart des Oxydationsmittels, hier des Sauerstoffs der Luft, 
beschleunigt wurde ` wir sehen aber, daß die Belichtung auch bei Ausfall 
des Luftsauerstoffs zustande kommt, und daß daher die Veränderung 
der Butterfarbe eigentlich nur durch chemisch wirksame Strahlen 
verursacht wird. 

Aus der positiven Reaktion nach Kreis, auch im Falle der Be- 
strahlung bei Luftausschluß, geht hervor, daß diese Reaktion nur 
auf dem Einfluß der ultravioletten Strahlen beruht. Daß diese 
Reaktion eigentlich durch die bestrahlte Ölsäure hervorgerufen wird 
und nicht vielleicht durch die gebildeten aldehydischen oder ketonischen 
Verbindungen, war schon früher gezeigt worden. Es ist gewiß, daß 
bei der Bestrahlung mit chemisch wirksamen Strahlen auch bei Ausfall 
des Luftsauerstoffs chemische Veränderungen in den Molekülen der 
Ölsäure, vielleicht durch Polymerisation, vor sich gehen und daß erst 
diese Verbindungen die positive Reaktion nach Kreis bewirken. 

Ich überzeugte mich, daß auch durch sehr kurze Beleuchtung, 
ob mit ultravioletten Strahlen der Quecksilberlampe oder auch mit 
Sonnenlicht, die Reaktion nach Kreis positiv ausfällt. Wird eine 
stärkere Butterschicht (von nicht aufgetauter Butter) bestrahlt, liefern 
nur die Schichten an der Oberfläche die Reaktion nach Kreis, während 
die inneren Schichten nicht reagieren. Die ausgesprochen ranzige, aber 
unbestrahlte Butter weist diese Reaktion nicht auf. 

Aus den Ergebnissen der Prüfung nach Kreis und aus der Farben- 
intensität kann beurteilt werden, ob und in welchem Maße die Butter 
bzw. Fette überhaupt den Lichtstrahlenwirkungen ausgesetzt waren. 
Ob aber das Fett schon vollkommen dem sogenannten Talgigwerden 
unterlegen ist, kann nach der Reaktion nach Kreis nicht gesagt 
werden, wie übrigens aus jenem Falle hervorgeht, in welchem die Be- 
strahlung bei Luftausschluß stattfand. 

Aus den Ergebnissen der Probe nach Schmied kann keine De- 
duktion gezogen werden, denn diese Reaktion ist nicht empfindlich 
und tritt gewissermaßen auch bei der unbestrahlten Butter auf. 

Was die Guajakprobe betrifft, ersah ich, daß sie sich nur bei dem 
bei Luftzutritt bestrahlten Fette positiv zeigt. Es scheint, daß das 
Zustandekommen dieser Reaktion überhaupt durch die Gegenwart des 
Öxydationsmittels bedingt wird. In diesem Falle ist die Reaktion 
ziemlich verläßlich und empfindlich. Die bei Luftausschluß bestrahlten 
Fette weisen diese Reaktion nicht auf. 

Bei Verfolgung der refraktometrischen Werte ist es offensichtlich. 
daß diese Werte nur bei der bei Luftzutritt bestrahlten Butter steigen, 
was etwa mit der Bildung von Oxysäuren zusammenhängt. Bei der 
Bestrahlung bei Luftausschluß kommt es natürlich zu keiner Oxydation 
und kommt bloß der chemische Einfluß der Strahlen von kurzer Wellen- 
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länge zur Geltung, der sich jedoch — wie ersichtlich — durch eine 
bedeutende Erhöhung der refraktometrischen Werte nicht kundgibt. 
Ziehen wir nun die Säurezahl in Betracht, dann überrascht der Umstand, 
daß diese Zahl auch bei der Bestrahlung bei Zutritt des Luftsauerstoffs 
unverändert bleibt, ein Beweis dafür, daß es nicht einmal in diesem Falle 
zur Bildung der freien Fettsäuren kommt. Dieser Moment ist bei der 
Beurteilung der Ergebnisse der biologischen Versuche von besonderer 
Bedeutung, denn er eliminiert den physiologischen Einfluß der flüchtigen 
Fettsäuren. 

Am meisten ausgeprägt und auch am interessantesten sind freilich 
die Veränderungen der sogenannten Oxydationszahl. Um die Unter- 
schiede zuverläßlich zu erfassen, muß eine Mikrobürette (eingeteilt 
in Hundertstel Kubikzentimeter) bei der Titration — wie oben be- 
schrieben — benutzt werden. Den größten Wert der Oxydationszahl 
weist wieder die bei Luftzutritt bestrahlte Butter auf. Dieser Befund 
stimmt mit den Ergebnissen der durchgeführten biologischen Versuche 
überein, und es könnte gewissermaßen aus der Oxydationszahl nicht nur 
über den Grad des Talgigwerdens der Butter (durch Lichtwirkung), 
sondern auch über deren eventuelle biologische Wirkung bei den 
Fütterungsversuchen geurteilt werden. 

Wir sahen, daß Hafer für Mäuse eine qualitativ ungenügende 
Nahrung bildet. Der sichergestellte Beweis hierfür ist die im Durch- 
schnitt 28proz. Abnahme des Körpergewichts, die eiterige Entzündung 
der Hornhaut, welche mit völligem Erblinden endet, und schließlich 
das Absterben aller Versuchsmäuse nach durchschnittlich 50 Tagen 7). 

Aus dem Umstande, daß nach Zugabe von etwa 9 Proz. frischer 
Butter zum Versuchshafer die Mäuse bei dieser Nahrung ganz normal 
leben, ja, daß hierbei das Körpergewicht eine steigende Tendenz auf- 
weist, muß man den Schluß ziehen — wie übrigens schon oben gezeigt —, 
daß die gegebene Butter den akzessorischen Faktor A enthält. 

Die bei Luftzutritt und unter den übrigen oben angeführten Bedin- 
gungen mit ultravioleitem Lichte bestrahlte Butter übt auf Mäuse eine 
giftige Wirkung in verhältnismäßig kurzer Zeit (8 Tage) aus, so daß 
eine eventuelle Vernichtung des A-Faktors nicht zum Ausdruck kommen 
kann. 


1) Es ist allerdings möglich, ja gewiß, daß im gegebenen Falle auch 
eine Ossifikationsstörung eintritt, die mit Hilfe der histologisch-mikro- 
skopischen Untersuchung bewiesen werden könnte. Bei meinen Versuchen 
gab ich mich aber mit der bloßen Feststellung der geringeren Resistenz 
gegen die bakterielle Infektion zufrieden, das ist mit dem Eintreten der 
Ceratomalazie und dem schließlichen Blindwerden aller Versuchsmäuse, 
wie auch mit der Konstatierung der auffallenden und dauernden Abnahme ` 
des Körpergewichts und dem schließlichen Absterben aller Tiere nach 
durchschnittlich 50 Tagen. 

Biochemische Zeitschrift Band 153. 15 
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Durch meine Versuche glaube ich bewiesen zu haben, daß es bei 
der Bestrahlung der Butter mit uliravioleitem Lichte bei Luftzutrilt in 
der Butter zur Bildung toxisch wirkender Stoffe kommt, deren Wirkung 
in verhältnismäßig kurzer Zeit zum Ausdruck gelangt. 


Ich kann mich daher der Meinung S. S. Zoos, daß die Be- 
strahlung der Butter mit ultraviolettem Lichte bei Luftzutritt nach 
8 Stunden zu der Vernichtung des A-Faktors führt, nicht anschließen, 
denn der Mangel an letzterem kommt erst ungefähr nach 50 Tagen 
zum Ausdruck, während sich früher die letale Wirkung des toxischen 
Produktes einstellt. Nun erhebt sich die Frage, ob nicht die Mög- 
lichkeit vorhanden wäre, dieses toxisch wirkende Produkt aus der 
bestrahlten Butter zu entfernen und den übrig gebliebenen Rück- 
stand einer biologischen Prüfung auf das Vorhandensein des A-Faktors 
zu unterziehen. Die Extraktion kann hier nicht angewendet werden, 
ebenso andere chemische Vorgänge, und es blieb nur die Möglichkeit. 
die toxischen Produkte mittels Destillation mit Wasserdampf überzu- 
treiben. Dieser Weg muß aber verworfen werden, wenn auch Osborne 
und Mendel!) behaupten, daß die biologische Wirkung oder der Gehalt. 
an A-Faktoren in der Butter nicht leidet, wenn Wasserdampf hin- 
durchgetrieben wird. Ich überzeugte mich aber, daß Butter, durch 
welche ich eine Stunde Wasserdampf trieb, absolut unwirksam war 
und daß daher der A-Faktor vernichtet wurde. Ebenso beweist 
Drumond?), dessen Versuche aus der neueren Zeit datieren und 
schon deshalb kritischer und verläßlicher sind, daß Butter gegen 
höhere Temperaturen (von über 69°C) sehr empfindlich ist und daß 
der in ihr enthaltene A-Faktor nicht nur durch höhere Temperaturen, 
sondern hauptsächlich durch die Oxydationsfaktoren, wobei schon die 
Wirkung des Luftsauerstoffs genügt, vernichtet wird. Vielleicht ließe 
sich die Beseitigung der toxisch wirkenden Stoffe aus der bestrahlten 
Butter zunächst durch Verdiängen der Luft mittels eines CO,-Stromes 
und dann erst durch Wasserdampf durchführen. Wie ersichtlich, läßt 
sich die Beseitigung jener Stoffe, die im gegebenen Falle das Vor- 
handensein oder Nichtvorhandensein des A-Faktors in der bestrahlten 
Butter verdecken, nicht verläßlich durchführen, und sind daher die 
Angaben S. S. Zilvas, daß der in der Butter enthaltene A-Faktor durch 
die ultravioletten Strahlen bei Luftzutritt vernichtet wird, unrichtig 
und beruhen vielleicht auf nicht genügend durchgeführten Kontroll- 
versuchen, welche klar zeigen müßten, daß die Mäuse ohne A-Faktor 
erst nach durchschnittlich 50 Tagen und nicht schon im Laufe der 
ersten Woche absterben. 


—— 


1) Journ. of biol. Chem. 1915, S. 379. 
2) Journ. of Physiol. 1919, S. 344. 
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Damit will isch allerdings nicht gesagt haben, daß der A-Faktor bei 
Luftzutritt durch ultraviolette Strahlen nicht vernichtet wird. Im Gegenteil 
läßt sich annehmen, daß eine so labile Substanz, welche — wie bekannt — 
der A-Faktor ist, durch die Wirkung der ultravioletien Strahlen bei Gegen- 
wart des Luftsauerstoffs bzw. des Ozons, das in der Umgebung der Queck- 
silber- Quarzlampe entsteht, höchstwahrscheinlich vernichtet werden 
konnte. Dies bezeugt übrigens die schon früher erwähnte Arbeit 
S. S. Zilvas!), welcher die Beweisführung erbrachte, daß das Ozon den 
in Fetten enthaltenen A-Faktor im Laufe einer kurzen Zeitdauer 
zerstört. 

In unserem Falle haben wir es mit ähnlichen Verhältnissen zu tun, 
wo mit Rücksicht auf die dünne Schicht (1 mm) der bestrahlten Butter, 
dem unausgesetzten Mischen und der intensiven Ozonbildung im Laufe 
der Bestrahlung sich zwar die zerstörende Bildung des Ozons auf den 
A-Faktor voraussetzen, aber nicht beweisen läßt, denn die Versuche 
werden durch die vorzeitige letale Beendigung, durch den Einfluß 
des gleichzeitig aus dem Fette sich bildenden toxischen Produktes 
kompliziert, welch letzteres ohne Risiko einer eventuellen Vernichtung 
des akzessorischen Faktors aus der bestrahlten Butter nicht verläßlich 
entfernt und damit aus den Versuchen eliminiert werden kann. 

Die toxisch wirkenden Stoffe der bei Luftzutritt mit ultraviolettem 
Lichte bestrahlten Butter wurden in reiner Form nicht isoliert. Be- 
trachten wir aber näher die Ergebnisse der durchgeführten Prüfungen 
und hauptsächlich den Umstand, daß sich diese Stoffe mit Wasserdampf 
übertreiben lassen und nachher (im Destillat) besonders intensiv toxisch 
auf Mäuse wirken, dann wird uns der Chemismus der entstehenden 
Veränderungen in der bestrahlten Butter (bei luftzutritt) klar. Es 
genügt, den Einfluß des Luftsauerstoffs und Ozons zu erwägen, deren 
Gegenwart zu Oxydationsprozessen, d. h. zur Bildung von Oxysäuren 
und Oxyverbindungen überhaupt führt, womit die Grundlage zur 
Entstehung der genannten toxischen Stoffe gegeben erscheint. Von 
ultravioletten Strahlen ist weiter bekannt, daß durch ihre Wirkung 
viele organische Stoffe, besonders jene, welche sich durch ungesättigte 
Verbindungen auszeichnen, nicht nur oft oxydieren, sondern auch 
polymerisieren. Es scheint, daß der Chemismus der Veränderungen 
in der Butter im gegebenen Falle nicht nur in einer direkten Oxydation 
durch den Luftsauerstoff oder Ozon, sondern auch in einer intra- 
molekularen Photoreaktion beruht, ohne aber zum Freiwerden der 
Fettsäuren zu führen. Es muß angenommen werden, daß es durch 
den Einfluß des Sauerstoffs zunächst zur vorübergehenden Spaltung 
des Fettes kommt, durch die photochemische Wirkung der ultra- 


1) Biochem. Journ. 1920, S. 740. 
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violetten Strahlen erhalten wir aber sogleich aus beiden Komponenten 
weitere Produkte, und zwar hauptsächlich aus der Ölsäure Nonyl- 
aldehyd und aus dem Glycerin wieder Glycerose, Dioxyaceton, welche 
Stoffe vielleicht gerade die Ursache des vorzeitigen Absterbens der 
Mäuse bilden. 

Befassen wir uns nun mit den durch die Applikation der in einer 
Quarzküvette, also bei Luftausschluß, bestrahlten Butter erzielten 
Resultaten. Der biologische Effekt ist hier analog dem der überhaupt 
nicht bestrahlten Butter, wenn auch einige chemische Reaktionen 
darauf hindeuten, daß sich auch in diesem Falle die Butter 
chemisch zu verändern begann. Dies bezeugt hauptsächlich die aus- 
gesprochen positive Reaktion nach Kreis, die Erhöhung der Oxydations- 
zahl und die Farben- und Geschmacksveränderung klar. Dieser Fall 
beweist, daß das Oxydationsagens, in unserem Falle der Sauerstoff 
der Luft bzw. Ozon, die eigentliche Ursache der Bildung toxisch 
wirkender Stoffe ist, daß aber auch bei Abwesenheit des Sauerstoffs 
ähnliche Veränderungen in der Butter vor sich gehen, welche aber mit 
Rücksicht auf die verhältnismäßig kurze Wirkungsdauer der chemisch- 
aktiven Strahlen in biologisch schädlicher Hinsicht nicht zur Geltung 
kommen können. Für die eventuelle Applikation des ultravioletten 
Lichtes zur Sterilisation Fette enthaltender Präparate ist dieser 
Moment von besonderer Wichtigkeit. 

Die Methode, bei der das Fett im Laufe der Bestrahlung der 
möglichen Mitwirkung des Luftsauerstoffs oder Ozons ausgesetzt ist, 
muß überhaupt verworfen werden, freilich besonders aus dem Grunde, 
weil es hierbei zur Bildung von giftigen aldehydischen und ketonischen 
Stoffen kommt. Die Art der Bestrahlung bei Luftausschluß in der 
Quarzküvette ist zwar relativ geeigneter, aber auch dabei, wie wir 
gesehen haben, kommt es zu chemischen Veränderungen, welche aber 
nicht so rasch verlaufen, da sie nicht durch Mitwirkung der Oxydation 
mittels des Sauerstoffs beschleunigt werden. 


VI. Zusammenfassung. 


Die aus der Entfernung von 10 cm durch 20 Minuten in einer etwa 
Imm starken Schicht, bei einer Temperatur von rund 40°C mit ultra- 
violettem Lichte (Quecksilber-Quarzlampe) bestrahlte Butter wird talgig 
unter gleichzeitiger Bildung von auf Mäuse giftig wirkenden alde- 
hydischen und ketonischen Stoffen. Die Zugabe dieser Butter nicht nur 
zu biologisch ungenügender, des A-Faktors enibehrender Nahrung, sondern 
auch zur normalen Kontrollnahrung hat das schnelle Ende der Versuchs- 
mäuse in 8 Tagen, von Versuchsbeginn gerechnet, zur Folge. Das Verenden 
der Mäuse muß in diesem Falle nur dem Einfluß der in der Butter 
gebildeten toxischen Produkte und nicht dem Vernichten des A-Faktors, 
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wie S. S. Zilva vermutet, zugeschrieben werden, denn in den Kontroll- 
fällen lebten die Mäuse be ständigem Mangel an A-Faktor in der Nahrung 
durchschnittlich 50 Tage, zu welcher Zeit sie regelmäßig nach Ausbruch 
der Ceratomalacie verendeten. Wenn durch die Wirkung ultravioletier 
Strahlen in Gegenwart von Luft bloß der A-Faktor vernichtet würde, 
und wenn es nicht zur Bildung von giftigen Stoffen käme, dann würde 
der Mangel an A-Faktor erst nach durchschnittlich 50 Tagen zum Vorschein 
kommen. Im gegebenen Falle wird die eventuelle Gegenwart bzw. Ver- 
nichtung des A-Faktors durch die toxische Wirkung ketonischer und 
aldehydischer Stoffe verdeckt. 

Butter, die unter den nämlichen Versuchsbedingungen in der Quarz- 
glasküveite, jedoch bet Luftausschluß mit ultraviolettem Lichte bestrahlt wird, 
verliert zwar nicht ihre biologische Wirkung bzw. den A-Faktor, trotzdem 
jedoch weist sie Veränderungen auf, die auch in diesem Falle zum 
Talgigwerden führen; nur ist das letztere infolge der Abwesenheit eines 
Ozxydationsmittele (Sauerstoff, Ozon) und bei der kurzen Dauer der 
Bestrahlung (20 Minuten) nicht ausgeprägt. 


Untersuchungen über den Einfluß 
ultravioletter Strahlen auf akzessorische Stoffe. 


II. Mitteilung: 
Versuche über die Beeinflussung des Faktors B. 


Von 
Josef Špinka. 


(Aus dem Versuchslaboratorium der chemischen Aktienfabrik in Kolin a. E. 
und aus dem Laboratorium für Zoologie und Tierstoffkunde der tschechischen 
Technischen Hochschule in Brünn, C. S. R.). 


(Eingegangen am 29. August 1924.) 


I. Vorbemerkungen. 


Wie schon in der Einleitung zu diesen Untersuchungen!) erwähnt 
wurde, ist S. S. Zilva in seiner Arbeit?) zu dem Resultat gekommen, 
daß der Faktor B durch die ultravioletten Strahlen nicht vernichtet 
wird. Aus Zilvas Publikation geht aber nicht klar genug hervor, ob 
er ausschließlich mit dem Faktor B arbeitete, oder ob er mit einer 
Mischung des antineuritischen Faktors B und des Wachstumsfaktors D 
arbeitete, der erst in letzter Zeit bekannt ist. Bisher nahm man die 
Existenz von drei Vitaminen an, und zwar den antineuritischen (anti- 
beriberi) Faktor B, den antirachitischen Faktor A und den anti- 
skorbutischen Faktor Œ. Aus den an Tauben, die ausschließlich mit 
weißem, geschältem Reis gefüttert wurden, durchgeführten Versuchen 
weiß man, daß die Tauben wesentlich an zwei Erscheinungen leiden, 
und zwar sowohl an paralytischen Krämpfen, als auch an alimentärer 
Dystrophie. Erst beide Erscheinungen zusammen bilden ein richtiges 
Bild der experimentellen Polyneuritis oder Beriberi. 


Eine Reihe von Autoren, wie Emmet und Kim?), Sugiurat), Weil 
und Mauriquand®) und andere, bewiesen, daß das Funksche B-Vitamin 


1) Siehe Mitteilung I dieser Zeitschr. 158, 197, 1924. 

2) S. S. Zilva, The action of ultra-violet rays on the accessory food 
factors, Biochem. Journ. 18, 164, 1919. 

3) Emmet und Kim, Journ. f. biol. Chem. 1917, S. 409. 

4) Sugiura, Chem. Centralbl. 1919, I, 488. 

5) Weill und Mauriquand, Ebendaselbst 1919, I, 385. 
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zwar die paralytischen Krämpfe und Nervensymptome beseitigt, die ali- 
mentäre Dystrophie aber nicht verhütet und die Tiere zwar nach längerer 
Zeit und ohne Krämpfe aber dennoch absterben. Daraus ist ersichtlich, 
daß. besonders aber bei jungen, in der Entwicklung befindlichen Versuchs- 
mäusen, der gleichzeitig eintretendeWachstumsstillstand die Körpergewichts- 
abnahme und die alimentäre Dystrophie bei der experimentellen Beriberi 
kein nur sekundäres, die hauptsächlichsten Nervenerscheinungen beglei- 
tendes Symptom vorstellen. Abderhalden und Schaumann nahmen zuerst 
die Existenz irgendwelcher neuer spezifischer Stoffe an, welche erst unter 
Mitwirkung des antineuritischen Faktors B fähig sind, die Versuchstiere 
von allen Störungen, also wie von den von den Nerven ausgehenden 
Krämpfen, so auch von der alimentären Dystrophie zu befreien. Aus diesem 
Grunde schlugen sie gerade für die akzessorischen Stoffe die Benennung 
‚„Nutramine‘“ vor. Aber aus den Versuchsergebnissen von Wedder und 
Williams!) und jenen von Eijkmann?), Drumond?), Abderhalden und 
Ewald?) usw. müssen wir die Existenz noch eines anderen spezifischen 
Faktors, welcher auf das Wachstum und das Körpergewicht wirkt, annehmen. 


Dieser Vitaminfaktor, Wachstumsfaktor genannt und mit D be- 
zeichnet, begleitet oft den Faktor A und B, ist aber, wie z. B. Stepp’) u. a. 
bewiesen, weder mit dem A- noch mit dem B-Faktor identisch. Von 
den Faktoren B und A unterscheidet sich der Wachstumsfaktor D 
nicht nur durch seine physiologischen Wirkungen aber auch durch 
sein Verhalten gegenüber physikalischen und chemischen Einflüssen. 
Hier betone ich besonders die bei weitem größere Empfindlichkeit 
der Faktoren A und B gegen höhere Temperaturen und gegen Oxy- 
dationsmittel, die der Wachstumsfaktor D in viel geringerem Maße 
besitzt. Wichtig ist weiter der Umstand, daß der D-Faktor, der avita- 
minösen Tauben subkutan injiziert wurde, auf diese Art (außerhalb 
des Verdauungstraktes) überhaupt keine Wirkung auf das Wachstum 
und die alimentäre Dystrophie ausübt, er erhöht nicht einmal den 
Blutdruck, wogegen der Faktor B z. B., subkutan injiziert, prompte 
spezifische, heilende Wirkung auf polyneuritische Krämpfe im Laufe 
einiger Stunden ausübt. Ein besonders charakteristischer Unterschied 
der A- und B-Faktoren gegenüber dem D-Faktor beruht auf deren 
Verhalten gegen die alkalische Reaktion des Mediums. Während der 
B- und A-Faktor durch die alkalische Reaktion zerstört wird, erträgt 
diese der D-Faktor, ohne Einbuße zu erleiden, und kann im alkalischen 
Medium bis zum Siedepunkt erhitzt werden®). 

Das Angeführte mußte ich vorausschicken, damit der Unterschied 


1) Wedder und Williams, Zentralbl. f. Biochem. 1914, S. 169. 

2) Eijkmann, Ebendaselbst 1917, S. 110. 

3) Drumond, ebendaselbst 1919, S. 409. 

3) Abderhalden und Ewald, ebendaselbst 1918, S. 551. 

5) Stepp, ebendaselbst, 1917, S. 20. 

6) Siehe Byfield, Daniel und Longhlin, Chem. Centralbl. 1921, I, 43. 
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II. Beschreibung der Versuche. 

Zu meinen Versuchen benutzte ich teils das bekannte Vitamin- 
präparat der Chemischen Aktienfabrik in Kolin a. d E., „Bioklein‘“‘, 
welches hauptsächlich den neuritischen Faktor B und den Wachstums- 
faktor D enthält, wovon ich mich schon früher überzeugte!), und teils 
bereitete ich mir aus Hefe ein Präparat, welches nur den antineuritischen 
B-Faktor enthielt. | 


Die Herstellungsart des ‚„Bioklein‘“, die ich selbst ausgearbeitet habe, 
ist patentiert (Patent der Č. S. R. Nr. 10916) und führe ich dessen Patent- 
anspruch behufs informativer Beurteilung des Arbeitsvorganges an. Der 
Patentanspruch lautet: ‚Die Herstellungsart der sauerstoffhaltigen, Vitamine, 
Lipoide und Spaltungsprodukte von Eiweißstoffen enthaltenden Extrakte 
aus Getreidekeimlingen (Embryen des Kornes), gekennzeichnet dadurch, 
daß zermahlene Keimlinge einer Plasmolyse und diese Mischung einer 
Verzuckerung, einer Spaltung der Maltose und der künstlichen Verdauung 
unterzogen werden, worauf die entstandenen Spaltungsprodukte der Eiweiß- 
stoffe in Alkalialbuminate umgewandelt werden.“ 


Das Präparat aus Hefe, welches bloß den antineuritischen Faktor B 
enthält und nach Möglichkeit des übrigen nahrhaften Ballastes entledigt. 
war, bereitete ich folgendermaßen: 

Dreimal zu 2kg frischer, im Pasburgschen Vakuum bei 50°C ge- 
trockneter Brauhaushefe extrahierte ich auf dem Wasserbade unter dem 
Rückflußkühler bei 60°C mit 6 Litern Äthylalkohol durch 6 Stunden. Nach 
Absaugen der Rückstände ließ ich den Alkohol wieder im Vakuum ein- 
dampfen, den übrig gebliebenen Extrakt gab ich nochmals in den Kolben 
unter den Rückflußkühler, fügte zum Rest 3 Liter destilliertes, mit einigen 
Tropfen konzentrierter HC] angesäuertesWasser hinzu und digerierte auf dem 
Wasserbade 3 Stunden. Nach dieser Zeit filtrierte ich die Flüssigkeit, 
engte sie im Vakuum partiell auf 250 ccm ein und filtrierte sie von neuem. 
Die vereinigten Filtrate (aus drei Operationen zu 2 kg Hefe) fällte ich mit 
Phosphorwolframsäure und filtrierte sie wieder. Die Fällung zerlegte ich 
mit Baryt, das überflüssige Barium entfernte ich mit verdünnter H,SO, und 
das Filtrat engte ich auf das Volumen von 300 ccm ein. 

Die resultierende Lösung applizierte ich aus Kontrollgründen bei 
avitaminösen Tauben, welche gerade an polyneuritischen Krämpfen 
litten. Das Präparat war, in einem Quantum von l cem per 038° ver- 
abreicht, prompt wirksam, die Krämpfe hörten im Laufe von 2 bis 
3 Stunden auf, die Tauben litten aber an der alimentären Dystrophie 
weiter (Abnahme des Körpergewichts), bis sie schließlich, freilich ohne 
Krämpfe, zugrunde gingen. Dadurch erlangte ich den Beweis, daß 
dieses im Laboratorium erzeugte Präparat bloß den Faktor B enthält, 
und so konnte ich zur Durchführung der eigenen Versuche schreiten. 

Als Versuchsmaterial wählte ich natürlich junge Tauben, welche 


in Gruppen in geräumigen Käfigen gehalten und mit der biologisch 


1) Siehe „Chemicke Listy‘‘ 1922, Nr. 1, 2 und 3. 
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nicht genügenden Nahrung, das ist mit weißem, geschältem Reis und 
Trinkwasser gefüttert wurden. Weiter ging ich in dieser Weise vor, 
daß ich den Ausbruch der Merkmale experimenteller Polyneuritis ab- 
wartete und dann immer ,per os“ entweder ‚„Bioklein‘‘ oder das oben 
beschriebene, mit ultraviolettem Lichte bestrahlte oder unbestrahlte 
Hefepräparat applizierte. Das Verschwinden der polyneuritischen 
Krämpfe im Laufe einiger Stunden verriet mir dann das Vorhandensein 
des antineuritischen Faktore, 

Zunächst werde ich die Kontrollfälle antühren, in denen eine 
Serie junger Tauben von einem Durchschnittsgewicht von etwa 400 g 
ausschließlich mit dem oben erwähnten Reis und Wasser gefüttert 
wurden. Den Verlauf dieser Versuche erkläre ich am Beispiel einer 
Taube aus der Kontrollserie. 




















Datum E e Bemerkungen 
=e 

2, VII. | | 

5. VII. | 

8. VII | 
11. VII. 430 Mangel an Freßlust 
13. VIT. 430 | . FE: 
15.VII. |,1922| 410 | Sitzt im Käfigwinkel 
17. VII. 405 Bewegt sich schlecht 
19. VII. 390 | Sitzt auf dem unteren Teil der Füße 
21. VII. 375 Reagiert nicht auf Verscheuchen 
24. VII. 345 Ganzen Tag Krämpfe, Flügel nicht eingezogen 
25. VII. | 330 || Intensive Krämpfe, vormittag 


Alle Tauben aus dieser Kontrollserie pickten den ersten Tag fleißig 
und waren voneiner lebhaften Frische. Nach einer Woche ungefähr stellte sich 
Mangel an Freßlust ein, die Tiere schüttelten oft den Schnabel, um aus dem 
Kropf den Reis herauszuwerfen. In dieser Periode mußte zur Zwangs- 
fütterung geschritten werden, denn anders würden die Tiere den Wider- 
willen gegen Reis nicht bezwingen und würden durch den Hungertod 
früher verenden, bevor noch die typischen Erscheinungen der Polyneuritis 
eintreten. Den Reis stopfte ich vorsichtig direkt in den Kropf, im ganzen 
im Laufe eines Tages nicht mehr als 30 g. Nach 10 bis 14 Tagen ungefähr 
konnte man die ersten Krankheitssymptome wahrnehmen. Die Tauben 
saßen oder bewegten sich nur träge auf den tarsometatarsalen Fußteilen, 
ihre Regsamkeit war unbedeutend, sie saßen am liebsten irgendwo im 
Käfigwinkel, reinigten sich nicht, das eingeführte Wasser To aus dem 
Schnabel zurück, bei einem eventuellen Picken aus der Hand merkte man 
an den Tieren Reizbewegungen des Erstickens. Später wurde die Gewichts- 
abnahme sehr intensiv, und wenn man die Tauben verscheuchen wollte, 
reagierten sie darauf nicht mehr und blieben apathisch in ihrer Bewegungs- 
trägheit. Endlich erfolgten ziemlich plötzlich, nach durchschnittlich 20 bis 
24 Versuchstagen starke krampfartige Kontraktionen der Halsmuskeln, 
welche den Kopf energisch nach rückwärts, zum Rücken zurück, drückten. 
Die Tauben erhielten sich überhaupt nicht auf den Füßen, legten sich auf 
die Seite, und gewöhnlich nach 12 bis 20 Stunden nach Ausbruch der Krämpfe 
trat bei allen Tauben der Kontrollserie die Krisis ein. 
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Diese Versuche liefern den Beweis, daß die Tauben an experimentell 
hervorgerufener Beriberi erkrankten bzw. zugrunde gingen. Die fest- 
gestellten polyneuritischen Krämpfe wurden durch den Mangel an 
Wachstumsfaktor D hervorgerufen. 

Gleichzeitig mit den Kontrollversuchen nahm ich analoge Ver- 
suche vor, ich wartete nämlich den Ausbruch der neuritischen Krämpfe 
bei den Tauben ab und applizierte dann sogleich, bevor noch die totale 
Störung des Blutkreislaufs und der Verdauung eintrat, mein früher 
beschriebenes Präparat aus Hefe bei den avitaminösen Tauben. 

Den Verlauf dieser Versuche wird ebenfalls das Beispiel bloß einer 
Taube aus der ganzen Serie erhellen. 





| | Gewicht ` 
Datum Jahr | e D Bemerkungen 
| 
| Il 
2. VII. 470 ` 
5. VII. 445 
8. VII. 435 
11. VIT. 430 
13. VII. 395 |, Mangel an Freßlust 
15. VII. 375 Sitzt auf den unteren Teilen der Füße 
17. VII. 360 Bewegt sich schwer 
19. VII. 340 Allgemeine Apathie 
21. VII. 315 Starke Krämpfe, vormittag wurde per os 1 ccm Hefepräparat 
appliziert. 
22. VII. 310 Keine Krämpfe, wieder 1 ccm Hefepräparat 
24. VII. 305 Die Taube ohne Krämpfe, wieder 1 ccm Hefepräparat 


25. VII. 1922 295 . Die Taube ohne Krämpfe, beständige Zwangsfütterung mit 
| Reis, da keine Freßlust, sonst ziemlich frisch, bewegt sich 
| in aufrechter Haltung, 1 ccm Hefepräparat appliziert. 





26. VII, 290 
27. VII. 290 
= Sr = Ohne E in saire kiar Haltung, wieder 
31 VIL 275 | ccm Hefepräparat appliziert 
1. VIII. 275 | 
3. VIII. 1.275 | 
5. VIII. 275 Dasselbe, deutlich geschwächt 
7. VIII. 270 ` Dasselbe, sitzt apathisch, aber ohne Krämpfe 
8. VIII. ı 265 An Erschöpfung ohne Krämpfe in der Frühe verschieden 


Auch þei diesen Versuchen fingen die Symptome der experimentellen 
Polyneuritis bei den Tauben, welche zunächst ausschließlich mit weißem, 
geschältem Reis gefüttert wurden, an, hervorzutreten, bis sich Krämpfe 
einstellten. Da wurde allen Tauben aus der Versuchsserie zunächst täglich, 
später jeden zweiten Tag l cem des Präparates aus der Hefe per os ver- 
abreicht, wobei die Zwangsfütterung mit Reis und Wasser fortgesetzt wurde. 

Schon bei der ersten Applikation des Präparats verschwanden die 
Krämpfe im Laufe von 2 bis 3 Stunden überhaupt. Ein Beweis dafür, daß 
das Hefepräparat den antineuritischen Faktor B enthielt. Das Körpergewicht 
nahm weiter ab, wenn auch nicht so rapid wie im oben erwähnten Kontroll- 
falle. Den Kontrollfällen gegenüber zeigte sich der Unterschied im Ver- 
schwinden der Nervensymptome und Krämpfe bei Tauben nach der Appli- 
kation des den Faktor B enthaltenden Hefepräparats, aber die Tiere litten 
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an der alimentären Dystrophie weiter, bis sie schließlich ohne Krämpfe 
zugrunde gingen. Das Leben war ihnen durch die Applikation des Hefe- 
präparats durchschnittlich um 2 Wochen verlängert worden. 

Wie ich schon oben bemerkte, liefern diese Fälle den Beweis, 
daß das aus Hefe bereitete Präparat nur den Faktor B enthält. 

Eine neue Serie (dritte Serie) Tauben wurde wieder mit weißem, 
geschältem Reis und Wasser gefüttert. Nach Eintritt der polyneuri- 
tischen Krämpfe erhielten die Tauben per os lccm Biokleinlösung 
(Sirup 1:1). 

Den Verlauf dieses Versuchs wird uns der in folgender Tabelle 
verzeichnete Fall einer Taube erhellen. 



































Datum | Jahr ESCH | Bemerkungen 
2. VII | 380 
5. VIL 360 
8. VII. | 365 
11. VII. 355 
13. VII. | 325 | Keine Freßlust, Zwangsfütterung mit Reis und Wasser 
15. VII. | 310 , Apathie 
17. VII. | 390 l Sehr bedeutende Apathie, sitzt im Käfigwinkel 
19. VII. ' 285 ` Nachmittag starke Krämpfe, sogleich 1 ccm Bioklein 1:1 
| d appliziert. Die Krämpfe hören auf 
21. VII. 270 | 
22. VII. | 250 Ohne Krämpfe, wieder Bioklein 1 ccm 
24. VII. 245 | 
25. VII. | 250 , Ohne Krämpfe, in aufrechter Haltung 
26. VII. | 255 ` 
28. VII. | 265 | 
31 VII 265 Ohne Krampfe, in aufrechter Haltung, 1 ccm Bioklein 
3. VIII. | 270 | 
5. VIII (1922| 27 | 
7. VIII. | 275 | 
10. VIII. 280 | 
12. VIII. | 280 | 
14. VIII. 280 ! 
17. VIII | 280 | 
19. VIII. 280 | 
21. VIII. | 285 | 
= ST, | er Dasselbe, ziemlich frisch 
28. VIII. ı 295 
31. VIII. 300 
2.1X. | 300 
4. IX. 300 ` 
6. IX. | 300 i 
8. IX. | 300 | 
11. IX. | 300 ,) Der Versuch unterbrochen! 


Die ganze Gruppe der Tauben fing anfänglich an, die Symptome der 
experimentellen Beriberi aufzuweisen; sobald ihnen aber Bioklein ver- 
abreicht wurde, verschwanden die Krämpfe im Laufe einiger Stunden. 
Die Körpergewichtskurve sank zunächst selbst nach Verabreichung des 
Biokleins weiter, aber am sechsten Tage nach der Applikation von Bioklein 
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fing sie wieder zu steigen an. Durch Zusatz von Bioklein zur avitaminösen 
Reisnahrung, was jeden zweiten Tag geschah, blieben die Tauben bis zur 
Versuchsunterbrechung, im ganzen 72 Tage am Leben, ohne daß eine einzige 


zugrunde ging. 

Dadurch ist bewiesen, daß Bioklein nicht nur die Nervensymptome 
(Krämpfe), sondern auch die experimentelle Dystrophie beseitigt, 
d. h. daß dieses Präparat sowohl den Faktor B als auch den Faktor D 
enthält. Bemerkt muß werden, daß auch Dr.-Ing. Kutera an der Tier- 
ärztlichen Hochschule in Brünn, ohne von meinen Versuchen zu wissen, 
gleichfalls mittels Bioklein Tauben 70 Tage ohne Krämpfe und alimentäre 
Dystrophie!) am Leben erhielt; er unterließ es aber, die Existenz des 
D-Faktors im Bioklein in seiner Arbeit festzustellen. 

Durch diese Versuche, welche als vorläufige und gewissermaßen 
als Kontrollversuche bezeichnet werden müssen, habe ich den Beweis 
erbracht, daß durch ausschließliche und beständige Fütterung der 
Tauben mit weißem, geschältem Reis und Wasser diese im Laufe von 
20 bis 24 Tagen der polyneuritischen bzw. der experimentellen Beriberi 
unterlagen, was auf den Einfluß des fehlenden B- und D-Faktors zurück- 
zuführen ist, und daß ferner durch unmittelbare, sogleich nach Ein- 
treten der Krämpfe vorgenommene Applikation des nach meiner 
Methode erzeugten Hefepräparats die Krämpfe im Verlauf von 2 bis 
3 Stunden verschwinden, die Tauben leben ungefähr um zwei Wochen 
länger, gehen aber schließlich an alimentärer Dystrophie ohne Krämpfe 
zugrunde. Ich bewies weiter, daß demgegenüber das Bioklein sowohl 
den B-Faktor als auch den D-Faktor enthält, durch deren Einfluß 
nicht nur die polyneuritischen Krämpfe, sondern auch die alimentäre 
Dystrophie verschwindet, so daß die Tauben am Leben erhalten werden. 

Erst nach diesen Feststellungen machte ich mich an die eigentlichen 
Versuche heran. l 

Aus diesem Grunde goß ich das Hefepräparat (welches den B-Faktor 
enthielt) auf eine flache, offene Glasschale so, daß das Präparat eine 
gleichmäßige, 1 mm hohe Schicht in der Schale bildete. Diese Schale 
mit dem Präparat befestigte ich unter dem Quecksilber- Quarzlampen- 
brenner in einer Entfernung von 10cm der Oberfläche zum Brenner 
und legte die Schale behufs Aufrechterhaltung einer konstant bleibenden 
Temperatur im Laufe der Bestrahlung in ein strömendes temperiertes 
: Wasserbad. Ich bestrahlte mit derselben Lampe gleichfalls durch 
20 Minuten bei zeitweiligem Rühren mit dem Thermometer wie bei 
den in der ersten Mitteilung angeführten Untersuchungen. Der Titer 
der Lampe blieb nach Behring- Meyer unverändert. Das so teilchenweise 
bestrahlte Hefepräparat bewahrte ich in einem braunen Glasfläschehen 
mit gut verschließbarem, eingeschliffenem Glaspfropfen auf. 


1) Siehe seine Dissertationsarbeit „Über Vitamine“, Brünn 1922, S. 90. 
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Die Bestrahlung führte ich nämlich bei Luftzutritt bei einer Tem- 
peratur von maximal 25°C durch. 

Nun handelte es sich mir um die Untersuchung, ob die biologische 
Wirkung des im Hefepräparat ursprünglich enthaltenen antineuritischen 
Faktors B durch die Bestrahlung mit ultraviolettem Lichte bei Luft- 
zutritt nicht leidet. 

Zu diesem Zwecke fütterte ich wieder eine Serie Tauben ausschließlich 
mit weißem, geschältem Reis und Wasser, bis sie nach ungefähr 20 Tagen 
von polyneuritischen Krämpfen befallen wurden. Sobald sich die Krämpfe 
bei den einzelnen Tauben einstellten, wurde immer der betreffenden Taube 


1 cem des bestrahlten Hefepräparats in den Kropf verabreicht. Ein Beispiel 
des Versuchsverlaufs bei einer Taube dieser Gruppe führe ich im folgenden an. 





Gewicht 








Datum Jahr P Bemerkungen 
17. 
19. 
21. 
24. 
26. 
38. VIII. Mangel an Freßlust 
31. VIII. Beginn der Zwangsfütterung 
2. IX. Apathie 
4. IX. Totale Apathie 
6. IX. Nacbmittag Krämpfe, 1 ccm d. bestrahlten Präparates appliziert 
8. IX. Ohne Krämpfe, sitzt ruhig im Winkel, wieder 1 ccm des 
bestrahlten Präparates 
11. IX. 
= > Jon Krämpfe, 1 com des bestrahlten Präparates 
18. IX. 
19. IX. Verendete ohne Krämpfe 


Wie aus vorhergehender Aufstellung ersichtlich, befreite die jeden 
zweiten Tag verabreichte Applikation des mit ultraviolettem Lichte 
bestrahlten (bei Luftzutritt) Hefepräparats die avitaminösen Versuchs- 
tauben von den polyneuritischen Krämpfen und muß sonach der Schluß 
gezogen werden, daß die ultravioletten Strahlen bei Luftzutritt und 
unter den gegebenen Bedingungen den antineuritischen Faktor nicht 
vernichten. In dieser Richtung gleichen die Versuchsergebnisse den 
Resultaten jener Versuche, bei welchen dasselbe, aber nicht bestrahlte 
Präparat verwendet wurde. 

Der Umstand, daß es auch hier zur Beseitigung der alimentären 
Dystrophie nicht kommen konnte, erscheint als selbstverständlich, 
denn den Wachstumsfaktor D enthielt nicht einmal das ursprünglich 
unbestrahlte Präparat. Das unbestrahlte Hefepräparat zeigte in 10 ccm 
eine Acidität von 2,4ccm n/10 NaOH, bei Luftzutritt in einer 1 mm 
hohen Schicht durch 20 Minuten aus der Entfernung von 10cm mit 
ultraviolettem Lichte bestrahlt, besaß es die gleiche Acidität. 
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Fast parallel führte ich analoge Versuche mit Bioklein durch. 
Auch dieses Präparat unterzog ich aber einer Verdünnung mit destil- 
liertem Wasser im Verhältnis von 1:1 und unter denselben Bedingungen 
einer Bestrahlung mit ultraviolettem Lichte und dann applizierte ich 
es bei avitaminösen, gerade an polyneuritischen Krämpfen leidenden 
Tauben. 

In diesem Falle wurden die Tauben nicht nur von den Krämpfen, 
sondern auch von der Gewichtsabnahme, welche sich allmählich aus- 
zugleichen begann, befreit. Dem Wesen nach war es derselbe Fall 
wie bei der Applikation des überhaupt nicht bestrahlten Biokleins. 
Dadurch wurde der Beweis erbracht, daß auch im Bioklein, welches 
gleichfalls eine gewisse Acidität aufwies, zu einer Vernichtung des 
B-Faktors durch den Einfluß von ultravioletten Strahlen bei Luft- 
zutritt nicht kommt. Von Interesse ist aber der Umstand, daß es 
nicht einmal zur Vernichtung des D-Faktors kam, denn es trat eine 
merkliche Besserung sogar der alimentären Dystrophie und hauptsäch- 
lich ein Steigen der Körpergewichtskurve ein. Der eigentliche Beweis 
für diese Tatsache soll erst in der vierten Mitteilung gegeben werden. 

Ich stellte mir die Aufgabe, den Einfluß ultravioletter Strahlen 
auf den B-Faktor auch bei Luftausschluß zu verfolgen. Zu diesem 
Zwecke bestrahlte ich unter denselben Bedingungen, also aus einer 
Entfernung von 10cm durch 20 Minuten, wie das Hefepräparat so 
auch das Bioklein in einer verschlossenen Küvette aus Quarzglas, 
das ist bei Luftausschluß. Beide bestrahlten Präparate applizierte 
ich abermals bei in polyneuritischen Krämpfen sich befindenden Tauben. 
Es ließ sich erwarten, daß es dabei zur Vernichtung des B-Faktors 
allerdings nicht kommen wird, desgleichen blieb auch der D-Faktor 
(das bewies die Biokleinapplikation) erhalten. 

Es interessierte mich aber weiter die Frage, wie sich beide Präparate 
bei der biologischen Applikation verhalten, wenn sie genau neutralisiert 
und dann erst bestrahlt werden. 

Die erste Bedingung ist hier, daß die Neutralisierung vollkommen 
genau durchzuführen ist und die Bestrahlung gleich nachher einsetzen 
muß, wobei eine dem B-Faktor bei der neutralen Reaktion des Mediums 
gefährliche Autoxydation angeschlossen ist. 


Zur Neutralisierung wurde nach Möglichkeit eine große Menge gewählt 
und auf n/100 NaOH tropfenweise unter energischem Mischen im Strome 
von trockenem, kühlem CO, unter Anwendung von Phenolphthalein als 
Indikator neutralisiert. 

Die genau neutralisierten Präparate wurden sogleich nach der Neutrali- 
sierung in eine Küvette gefüllt und durch 20 Minuten aus einer Entfernung 
von 10 cm von der Lampe bestrahlt. Die Bestrahlung der neutralisierten 
Präparate bei Luftzutritt nahm ich nicht vor, denn es ließ sich eine zer- 
störende Ozonwirkung des in der Umgebung des Brenners entstehenden 
Ozons auf den Faktor B in einem neutralen Medium mit vollkommener 
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Sicherheit voraussetzen. Die nicht neutralisierten und in der Küvette . 


bestrahlten Präparate applizierte ich in gleicher Weise bei an polyneuritischen 
Krämpfen leidenden Tauben. 


Als Beispiel führe ich hier einen Fall aus der Serie an, in der das 
unter den vorerwähnten Bedingungen mit ultraviolettem Lichte be- 
strahlte, früher schon einigemal erwähnte Hefepräparat appliziert wurde. 





l Gewicht 
Datum | Jahr > | Bemerkungen 
19. IX. "mon | 
21. IX. | 385 
23. IX. | | 355 l 
SC 2 | 335 ' l i 
; Sa | 325 `" Mangelnde Freßlust, wurde mit der Zwangsfütterung begonnen, 
| | welche bierauf täglich bis zur Versuchsunterbrechung vors 
| | | genommen wurde 
29. IX. | | 310 ` 
2.X ` 280 |: Sitzt auf dem unteren Teil der Füße 
4. X. lg? | 260 1 Sehr apathisch 
6. X. | | 250 | Nachmittag Krämpfe, Applikation des in der Küvette be. 
strablten Hefepräáparats (1 cem) 
. X. | | 240 |; Die Krämpfe verschwanden, Applikation des in der Küvette 
|  bestrahlten Hefepräparats (1 cum) 
11. X. | 235 ı Ohne Krämpfe, Applikation des in der Küvette bestrahlten 
| | Hefepräparats (1 ccm) 
13. X. 230 | Ohne Krämpfe, aber auffallend herabgekommen und schwach, 
l wieder l ccm des bestrahiten Hefepräparats 
14. X. | 225 | Vormittag ohne Krämpfe, geht zugrunde 





Ganz analog verliefen dieselben Versuche bei anderen zwei Tauben 
dieser Versuchsserie, ein Beweis, daß der im neutral (auf Phenolphthalein) 
reagierenden Medium vorhandene antineuritische Faktor bei Luftzutritt 
unter den gegebenen Bedingungen durch ultraviolette Strahlen nicht 
zerstört wird. 

In derselben Weise neutralisierte ich das mit destilliertem Wasser 
verdünnte Bioklein (1:1) und bestrahlte es in der Küvette bei Luft- 
ausschluß unter denselben Bedingungen. Von dieser Biokleinlösung 
verabreichte ich immer Leem per os in den Kropf avitaminöser 
Tauben und beobachtete in allen Fällen, daß nicht nur die Krämpfe 
im Verlauf einiger Stunden verschwanden, sondern die Tauben konnten 
so unter den übrigen Fütterungsverhältnissen mit weißem Reis 70 Tage 
(nach welchen die Versuche unterbrochen wurden) am Leben erhalten 
werden. Während dieser Zeit stieg die Körpergewichtskurve augen- 
scheinlich. Auch diese Versuche bestätigen, daß der im neutralen Medium 
vorhandene B-Faktor unter den gegebenen Bedingungen bei Luft- 
ausschluß durch ultraviolette Strahlen nicht zerstört wird. Eine aus 
diesen Versuchen gewonnene Nebenerkenntnis ist die Tatsache, daß 
auch der Wachstumsfaktor D unter jenen Umständen nicht leidet. 

Es erschiene wohl angezeigt, auch den Einfluß ultravioletter 
Strahlen auf in schwach alkalischem Medium vorhandenen B-Faktor 
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Gewich 
Datum Jahr a Bemerkungen 
19. IX. 390 | 
21. IX. ` 385 
23. IX. | 355 | 
25. IX. 335 | 
27. IX. | | 325 | Mangelnde Freßlust, wurde mit der Zwangsfütterung begonnen, 
' welche bierauf täglich bis zur Versuchsunterbrechung vor. 
| | genommen wurde 
29. IX. | | 310 | 
2. X. | 280 | Sitzt auf dem unteren Teil der Füße 
4. X. 1922 | 260 |; Sehr apathisch 
6. X. | 250 | Nachmittag Krämpfe, Applikation des in der Küvette be: 
'  strablten Hefepräparats (1 ccm) 
8. X. 240 Die Krämpfe verschwanden, Applikation des in der Küvette 
| bestrahlten Hefepräparats (1 cum) 
11. X. 235 Ohne Krämpfe, Applikation des in der Küvette bestrahlten 
| | Hefepräparats (1 ccm) 
13. X. 230 Ohne Krämpfe, aber auffallend herabgekommen und schwach, 
| wieder 1 ccm des bestrablten Hefepräparats 
14.X. | 225 Vormittag ohne Krämpfe, geht zugrunde 


Ganz analog verliefen dieselben Versuche bei anderen zwei Tauben 
dieser Versuchsserie, ein Beweis, daß der im neutral (auf Phenolphthalein) 
reagierenden Medium vorhandene antineuritische Faktor bei Luftzutritt 
unter den gegebenen Bedingungen durch ultraviolette Strahlen nicht 
zerstört wird. 

In derselben Weise neutralisierte ich das mit destilliertem Wasser 
verdünnte Bioklein (1:1) und bestrahlte es in der Küvette bei Luft- 
ausschluß unter denselben Bedingungen. Von dieser Biokleinlösung 
verabreichte ich immer Leem per os in den Kropf avitaminöser 
Tauben und beobachtete in allen Fällen, daß nicht nur die Krämpfe 
im Verlauf einiger Stunden verschwanden, sondern die Tauben konnten 
so unter den übrigen Fütterungsverhältnissen mit weißem Reis 70 Tage 
(nach welchen die Versuche unterbrochen wurden) am Leben erhalten 
werden. Während dieser Zeit stieg die Körpergewichtskurve augen- 
scheinlich. Auch diese Versuche bestätigen, daß der im neutralen Medium 
vorhandene B-Faktor unter den gegebenen Bedingungen bei Luft- 
ausschluß durch ultraviolette Strahlen nicht zerstört wird. Eine aus 
diesen Versuchen gewonnene Nebenerkenntnis ist die Tatsache, daß 
auch der Wachstumsfaktor D unter jenen Umständen nicht leidet. 

Es erschiene wohl angezeigt, auch den Einfluß ultravioletter 
Strahlen auf in schwach alkalischem Medium vorhandenen B-Faktor 


228 Jos. Spinka: 


zu studieren. Versuche solcher Art nahm ich aber überhaupt nicht vor, 
denn es ist allgemein bekannt, daß der B-Faktor (ähnlich wie der 
A- und C-Faktor) die alkalische Reaktion überhaupt nicht verträgt 
und daß er durch diese vernichtet wird, ohne daß die Mitwirkung 
eines anderen Umstandes, wie z. B. Temperaturerhöhung, Oxydation, 
der Wirkung chemisch aktiver Strahlen usw. nötig wäre. 


Ergebnisse der Versuche. 


Aus diesen gerade beschriebenen Versuchen geht klar hervor, daß 
ich einesteils mit einem nur den antineuritischen Faktor B enthaltenden 
Präparat (Hefepräparat) und anderenteils mit einem Präparat, das 
nicht nur den B-Faktor, sondern auch den Wachstumsfaktor D (Bioklein) 
enthielt, arbeitete. 

Beide Präparate wiesen eine gewisse natürliche Acidität auf, und 
ich wählte sie zu den Versuchen aus dem Grunde, um teils die Wirkung 
des in ihnen enthaltenen B-Faktors vergleichen und kontrollieren zu 
können und teils um versuchsweise den Unterschied zwischen dem 
Faktor B und D zu zeigen und dadurch die häufigen Differenzen im 
Verlauf der Taubenpolyneuritis zu erklären. 

Der erste Teil meiner diesbezüglichen Versuche gibt ein Bild 
der experimentellen Beriberi (Polyneuritis). 

Die ausschließlich mit weißem, geschältem Reis und Wasser ge- 
fütterten Tauben starben durchschnittlich in 21 Tagen an Krämpfen 
bei typischem Körpergewichtssturz. Der später eingetretene Wider- 
willen gegen Reis wurde durch tägliche Zwangsfütterung des Reises in 
den Kropf bewältigt. 

Durch die Versuche der zweiten Serie bewies ich, daß das Hefe- 
präparat, das ich selbst herstellte, nur die polyneuritischen Krämpfe 
beseitigt hat, aber den Tod der Tauben durch alimentäre Dystrophie 
nicht verhindern konnte. Ein Beweis dafür, daß es nur den antineuriti- 
schen Faktor B enthält. 

Aus den Versuchen der dritten Serie ist es klar, daß das Bioklein 
sowohl die polyneuritischen Krämpfe, als auch die alimentäre Dystrophie 
beseitigt, und daß bei ausschließlicher Fütterung mit biologisch nicht 
genügender Nahrung (hier Reis) durch tägliche oder jeden zweiten Tag 
verabreichte Biokleindosis die Tauben am Leben erhalten werden 
können. Diese Versuche zeigen, wie wichtig es ist, sich davon zu über- 
zeugen, ob das gegebene, zur Versuchsapplikation bestimmte Präparat 
den Faktor B oder D oder beide zugleich enthält. Es ist nötig nach- 
zuweisen, daß die Unterlassung dieser Feststellung den Experimentator 
zu gänzlich unrichtigen Schlüssen verleiten könnte. 

Die Ergebnisse der vierten Versuchsreihe sprechen für die Tat- 
sache, daß der antineuritische, in meinem ursprünglichen Hefepräparat 
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nachgewiesene Faktor B durch die ultravioletten Strahlen nach Beleuch- 
tung in einer l-mm-Schicht aus der Entfernung von 10cm von der 
Lampe durch 20 Minuten bei Luftzutritt nicht zerstört wird und daß 
er daher abermals prompt gegen polyneuritische Krämpfe der Tauben 
wirkt. Dieses ursprüngliche Präparat wies eine gewisse natürliche 
Acidität sowohl vor, als auch nach der Bestrahlung auf. 

In der weiteren fünften Serie bewies ich, daß auch das Bioklein, 
das auch eine gewisse natürliche Acidität aufweist, nach der ultra- 
violetten Bestrahlung bei Luftzutritt und unter denselben Versuchs- 
bedingungen wie in den vorhergehenden Versuchen den B-Faktor nicht 
einbüßt. Indirekt habe ich gleichzeitig bewiesen, daß auch der 
D-Faktor im Bioklein in diesem Falle erhalten blieb. 

Durch die weitere, siebente und achte, in gleicher Art arrangierte 
Versuchsreihe kəm ich zur Erkenntnis, daß — wie sich schließlich er- 
warten ließ — sowohl das Hefepräparat, als auch das Bioklein nach 
Bestrahlung bei Luftausschluß in der Quarzküvette ihre Wirksamkeit 
gegen polyneuritische Krämpfe (bzw. bei Bioklein auch gegen alimentäre 
Dystrophie) nicht verlieren und daß also auch bei der Bestrahlungsart 
der B-Faktor durch die ultravioletten Strahlen nicht vernichtet wird. 

Aus diesen Versuchsergebnissen hatte ich anfangs geschlossen, daß 
das Erhalten des B-Faktors in beiden Präparaten durch eine gewisse 
kleine Acidität des Mediums bedingt ist, welche die biologisch wirkende 
Substanz nicht nur vor Oxydation, sondern auch vor den chemisch 
wirkenden Strahlen schützt. Um mich davon zu überzeugen, arbeitete 
ich, wie aus der vorangegangenen Beschreibung der Versuche ersichtlich, 
in der neunten und zehnten Versuchsreihe mit genau neutralisierten 
Präparaten, aber die Ergebnisse dieser Versuche bestätigten meine 
Vermutung nicht. Es zeigte sich, daß der B-Faktor auch bei neutraler 
Reaktion des Mediums, in welchem er sich befand, der Wirkung der 
ultravioletten Strahlen und auch der Oxydation durch den Ozon 
Widerstand leistet. Weiter bewies ich indirekt, daß auch der Wachstums- 
faktor D (im Bioklein) im neutral reagierenden Medium durch ultra- 
violette Strahlen nicht zerstört wird. Es ist gewiß, daß der B-Faktor 
eine verhältnismäßig sehr resistente Substanz ist, entschieden wider- 
standsfähiger als man früher annahm. Er widersteht der Wirkung 
ultravioletter Strahlen, ob nun bei Luftzutritt oder bei Luftausschluß, 
in saurer oder neutraler Reaktion. 

In dieser Richtung stimmen meine unabhängig von AN 5S. Zilva 
durchgeführten Versuche mit den seinigen überein. Der Unterschied 
liegt bloß darin, daß ich bei meinen Untersuchungen durch andere 
Kontrollversuche eben im Hinblick auf die eventuell gleichzeitige Gegen- 
wart des D-Faktors eine falsche Differenzierung oder Abnormität im 
Verlaufe der biologischen Wirkungen eliminierte, und ferner darin, 
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daß ich die Einflüsse der ultravioletten Strahlen auf den B-Faktor auch 
bei Luftausschluß und schließlich im neutral reagierenden Medium ver- 
folgte. 

Zusammenfassung. 

Einige Vitaminpräparate, als gegen experimentelle Beriberi (Poly- 
neuritis) wirkendes Mittel injiziert, enthalten bloß den antineuritischen 
akzessorischen Faktor B und entfernen in diesem Falle nur die poly- 
neuritischen Krämpfe, verlängern um einige Tage das Leben der Versuchs- 
tauben, aber die alimentäreDystrophie und das Zugrundegehen des Versuchs- 
tieres, wenn auch ohne Krämpfe, verhüten sie nicht. Andere ähnliche 
Präparate enthalten gleichzeitig auch noch den Faktor D, so daß durch 
ihre Applikation nicht nur die polyneuritischen Krämpfe, sondern auch 
die alimentäre Dystrophie, hauptsächlich dann das weitere Sinken der 
Körpergewichtskurve besestigt werden. 

Insoweit diese Präparate einen solchen antineuritischen akzessorischen 
B-Faktor tatsächlich enthalten und entweder eine schwach saure oder 
gerade eine neutrale Reaktion auf Phenolphihalein als Indikator auf- 
weisen, können sie in einer 1 mm starken Schicht aus einer Entfernung 
von 10cm von der Schicht zum Quecksilber-Quarzlampenbrenner durch 
20 Minuten bei gewöhnlicher Temperatur, ob nun bet Luftzutriti oder 
bei Luftausschluß mit ultraviolettem Lichte bestrahlt werden, ohne daß 
die biologische Wirksamkeit dieser Präparate gegen die experimentell 
hervorgerufenen polyneuritischen Krämpfe Schaden erleiden würde. 


Untersuchungen über den Einfluß 
ultravioletter Strahlen auf akzessorische Stoffe. 


III. Mitteilung: 
Versuche über die Beeinflussung des Faktors C. 


Von 
Josef Spinka. 


(Aus dem Versuchslaboratorium der chemischen Aktienfabrik in Kolin a. E. 
und aus dem Laboratorium für Zoologie und Tierstoffkunde der tschechischen 
Technischen Hochschule in Brünn, C. S. R.). 


(Eingegangen am 29. August 1924.) 


I. Vorbemerkung. 


Die weitere Aufgabe meiner Versuche bildete die Überprüfung 
der Wirkung ultravioletter Strahlen auf den antiskorbutischen Faktor C. 
Diesbezüglich liegen nur die Versuche von S. S. Zilva vor, welche zu 
dem Resultat führten, daß dieser Faktor gegenüber den Strahlen selbst 
resistent ist, daß dabei aber die Gefahr einer schädlichen Wirkung 
des bei der Bestrahlung sich bildenden Ozons vorliegt. Es erschien mir 
nötig, auf diese Wirkungen näher einzugehen. 


II. Beschreibung der Versuche. 


Nachdem ich systematisch die Einflüsse des ultravioletten Lichtes 
auf den akzessorischen antiskorbutischen Faktor verfolgen wollte, 
wählte ich als passendstes Versuchsmaterial junge Meerschweinchen, 
und als biologisch nicht genügende Nahrung, die den C-Faktor nicht 
enthielt, ganzes, ungekeimtes, durch 6 Stunden bei 1200 C getrocknetes 
Haferkorn. Zunächst führte ich Kontrollversuche durch. Aus diesem 
Grunde hielt ich vier junge Meerschweinchen von ungefähr gleichem 
Gewicht in einem geräumigen Käfig und fütterte sie ausschließlich mit 
dem oben angeführten Haferkorn und mit Wasser. Den Verlauf dieser 
Versuche soll das folgende Protokoll über den Versuch an einem Meer- 
schweinchen aus dieser Serie veranschaulichen. 

Alle Meerschweinchen dieser Versuchsreihe waren anfangs sehr lebhaft, 
fraßen fleißig das Korn und wiesen Appetitlosigkeit erst einige Tage 


vor ihrem Ende auf, was mit der schon eingetretenen Hämorrhagie der 
Zahnalveole, der Lockerung der Festigkeit der Zähne und den dadurch 


16* 
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Datum pe |n Jahr SE Gewicht - Bemerkungen 








4. X. 325 
7X. 290 
AE 975 
14. 270 
19x. | 1922 280 | 
23. X. 235 | 
25. X. 225 
27. X. 215 || Ging zugrunde 


entstehenden Schwierigkeiten beim Nagen der Nahrung erklärt werden 
kann. Als ziemlich bedeutende Krankheitserscheinung wurde gegen Lebens- 
ende der Meerschweinchen Mausung des Haarfelles beobachtet. Charak- 
teristisch ist das Sinken der Körpergewichtskurve. Bis zum 26. Tage seit 
Versuchsbeginn verendeten alle Meerschweinchen und wurden unmittelbar 
nach dem Tode der Sektion unterworfen. In allen vier Fällen wurde 
hämorrhagische Diathesis, besonders beim Übergang der Rippen in die 
weichen Knorpelteile festgestellt, ein Beweis dafür, daß alle Meer- 
schweinchen gerade durch den Einfluß der Lockerung des endothelialen 
Arterienbelages oder der hämorrhagischen Diathesis oder des experimen- 
tellen Skorbutes zugrunde gingen. 


Parallel zu diesem Versuch fütterte ich andere vier Meerschweinchen 
unter denselben Modalitäten, nämlich wieder ausschließlich mit ge- 
trocknetem Haferkorn und Wasser, nach 10 Tagen dieser Art der Ver- 
suchsfütterung führte ich aber jedem Meerschweinchen in den Schlund 
mittels einer breiten Röhre, welche an einer kalibrierten Spritze be- 
festigt war, täglich bzw. jeden zweiten Tag (langsam) l ccm frischen, 
filtrierten, mit destilliertem Wasser (1:1) verdünnten Citronensaftes 
aus einer geschälten Citrone (Citrus medica) ein. Das folgende Protokoll 
über den Versuch an einem Meerschweinchen soll den gleichen Ver- 
lauf der anderen drei Fälle aus dieser Serie veranschaulichen: 











Datum ı Jahr | en | Bemerkungen 
d. X. 350 ` 
7. X. 310 
11. X. 285 |! 
Lé AS ` 270 Von nun an tägliche Zugabe 
18.X. ı 265 von 1l ccm Citronensaft zu 
3.xX | 275 derselben Haferdiät 
25. X. | 275 
27. X. (922| 285 
30. X. 290 
2. XI. 305 
6. XI. 310 
9. AT. 310 
13, XI. 315 


16. XT. 315 Der Versuch unterbrochen 
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Die ersten 10 Tage erhielten die Meerschweinchen abermals nur ge- 
trocknetes Haferkorn und Wasser, und auch in diesem Falle war aus dem 
fallenden Körpergewicht ersichtlich, daß die Meerschweinchen an Mangel 
an C-Faktor leiden. Wie schon erwähnt, erhielten die Tiere täglich oder 
jeden zweiten Tag den fehlenden C-Faktor in Form von verdünntem Citronen- 
saft in verhältnismäßig kleiner Dosis, die aber doch alle Meerschweinchen 
am Leben erhielt und den Körpergewichtssturz allmählich ausglich, ein 
Beweis dafür, daß der applizierte Citronensaft den fehlenden antiskorbu- 
tischen C-Faktor tatsächlich enthielt. 

Während ich eine andere Serie von vier Meerschweinchen abermals 
nur mit getrocknetem Haferkorn und Wasser fütterte, um auch bei 
dieser Serie das erste Anfangsstadium des experimentellen Skorbut 
hervorzurufen, bestrahlte ich den im vorhergehenden Falle applizierten, 
verdünnten (1:1) Citronensaft mit ultravioletten Strahlen, und zwar 
in offener Schale in etwa 1 mm starker Schicht bei einer Entfernung 
von 10cm von dem Quecksilberlampenbrenner bei gewöhnlicher 
Temperatur durch 20 Minuten (die im Steigen begriffene Temperatur 
wurde wie früher mittels des strömenden, temperierten Wassers 
ausgeglichen). 

Den so mit ultraviolettem Lichte bestrahlten, verdünnten Citronen- 
saft gab ich in gleicher Art den Meerschweinchen, welche 10 Tage aus- 
schließlich mit getrocknetem Hafer und Wasser gefüttert worden 
waren. Obgleich ich diesen Saft genau in derselben Weise, nämlich was 
die Menge und auch die Zeitintervalle anbelangt, applizierte, gelang es 
mir doch nicht, diese Meerschweinchen am Leben zu erhalten. Alle 
verendeten im Laufe von 30 Tagen, die Lebensverlängerung betrug 
daher dem Kontrollfalle gegenüber bloß 4 Tage im Durchschnitt. Auch 
diese zugrunde gegangenen Meerschweinchen unterzog ich der Sektion 
und stellte besonders am Übergange der Rippen in Knorpel hämor- 
rhagische Blutansammlungen fest, alen ein Beweis dafür, daß die Tiere 
wieder wegen Mangel an antiskorbutischer Substanz abstarben. Daraus 
mußte ich den Schluß ziehen, daß der im Citronensaft ursprünglich 
enthaltene C-Faktor durch die Bestrahlung unter den gegebenen Be- 
dingungen, besonders bei Luftzutritt, zerstört worden war. 

Wie ich schon früher bemerkte, benutzte ich zur Bestrahlung den- 
selben Citronensaft, den ich schon früher direkt appliziert hatte, also 
einen im Verhältnis 1:1 mit destilliertem Wasser verdünnten Saft. 
Von der Vermutung geleitet, daß ich, nach allem zu schließen, einen 
Stoff verdünnte, welcher in dem ursprünglichen Saft den C- Faktor 
stabilisiert, nahm ich neue Versuche vor, und zwar: 

Ich verdünnte den Citronensaft nicht, sondern filtrierte ihn bloß 
und bestrahlte ihn als solchen wieder unter denselben Versuchsbedingungen, 
und verdünnte den Saft erst nach der Bestrahlung mit Wasser im Verhältnis 


1: 1. Diesen Saft gab ich vier Meerschweinchen, welche durch 10 Tage 
avitaminös mit getrocknetem Hafer und Wasser gefüttert worden waren. 
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Das Ergebnis dieser Versuche hat meine Erwartung bestätigt, denn ich 
erhielt alle Meerschweinchen bis zur Versuchsunterbrechung am Leben. 
Auch deren Körpergewicht hatte sich auszugleichen begonnen. 


Es ergibt sich also, daß der in mit Wasser nicht verdünntem 
Citronensaft enthaltene C-Faktor durch ultraviolette Strahlen unter den- 
selben Bedingungen an der biologischen Wirksamkeit gegen den experi- 
mentellen Skorbut keinen Schaden erleidet. 


Nun handelte es sich bei mir um die Begründung meiner Vermutung 
noch auf eine andere Art. Ich bestimmte die ursprüngliche Acidität des 
unverdünnten filtrierten Citronensaftes und stellte fest, daß Leem dieses 
Saftes zur Neutralisierung auf Phenolphthalein 9,25 ccm n/lO NaOH 
erfordert. Refraktometrisch wies der ursprüngliche Saft bei 16°C 7,8 Proz. 
Trockensubstanz, d. i. 1,3448 Brechungsindex (bestimmt mittels des Görz- 
schen Refraktometers), aus. Danach nahm ich 10 ccm des ursprünglichen 
Saftes in Arbeit, stumpfte dessen Acidität auf die Hälfte ab, gab also 
46,25 ccm n/lO NaOH zu und dampfte vorsichtig im Vakuumtrocken- 
apparate bei maximal 38 bis 40°C auf den ursprünglichen Umfang von 
10 ccm ein, um den Fehler einer eventuellen Verdünnung wie im früher 
beschriebenen Falle zu eliminieren. 

Von diesem Citronensaft von der halben Acidität bei gleichem 
Volumen applizierte ich täglich 1 ccm bei durch 10 Tage mit getrocknetem 
Hafer und Wasser gefütterten Meerschweinchen, und da begann sich bei 
allen vier Meerschweinchen der früher eingetretene Körpergewichtssturz 
auszugleichen, und ich erhielt die Tiere bis zur Versuchsunterbrechung 
am Leben. Dadurch kam ich zu der Überzeugung, daß in diesem Safte 
von der halben Acidität der C-Faktor erhalten blieb, und konnte nun zu 
den weiteren Versuchen übergehen. 

: ê Zu diesem Zwecke bestrahlte ich den auf die Hälfte neutralisierten 
und auf den ursprünglichen Umfang gebrachten Saft durch 20 Minuten 
aus einer Entfernung von 10 cm vom Quarzlampenbrenner in einer 1 mm 
starken Schicht bei Luftzutritt mit ultravioletten Strahlen. Den in dieser 
Weise bestrahlten Saft gab ich abermals täglich & lccm den Meer- 
schweinchen, welche durch 10 Tage unter dem Einflusse der Fütterung 
mit trockenem Hafer und Wasser präskorbutische Störungen und haupt- 
sächlich Körpergewichtsabnahme aufwiesen. Alle Meerschweinchen gingen 
aber im Laufe von 26 Tagen zugrunde; bei der Sektion wurde abermals 
hämorrhagische Diathesis festgestellt und es muß daraus der Schluß gezogen 
werden, daß der C-Faktor in diesem Falle im Laufe der Bestrahlung zer- 
stört wurde. 


Da weiter alle Versuchsbedingungen dieselben wie früher waren 
und nur die Acidität des verwendeten Saftes geändert worden war, 
können wir behaupten, daß die Acıdität des Milieus bei der ultravioletten 
Lichtbestrahlung hier die entscheidende Rolle spielt. Es scheint, als ob die 
freie Citronensäure in diesem Falle als Stabilisator der antiskorbutischen 
Substanz fungieren würde, wie übrigens schon aus dem früher be- 
schriebenen Falle hervorgeht, in welchem die Acidität des Saftes auf 
die Hälfte durch bloße Verdünnung mit destilliertem Wasser herab- 
gesetzt wurde. 
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Hierauf verfolgte ich den Einfluß der ultravioletten Strahlen auf die 
antiskorbutische Substanz bei Luftausschluß. Die Bestrahlung des un- 
verdünnten, also des ursprünglichen Saftes habe ich aus diesen Ver- 
suchen ausgeschlossen, nachdem, wie aus dem Vorhergesagten ersichtlich, 
der C-Faktor im Safte von ursprünglicher Acidität (unverdünnt) durch 
ultraviolette Strahlen auch nicht bei Luftzutritt vernichtet wird. Es 
wäre daher überflüssig, einen ähnlichen Versuch vorzunehmen. 

Für wichtiger hielt ich die Frage, wie sich der mit Wasser 1:1 
verdünnte Citronensaft und jener zur Hälfte neutralisierte Saft nach 
der Bestrahlung bei Luftausschluß verhalten werden. Durch die Be- 
strablung bei Luftzutritt hatten beide den C-Faktor verloren und waren 
daher antiskorbutisch unwirksam. 


Zunächst verdünnte ich den ursprünglichen Citronensaft wieder mit 
destilliertem Wasser im Verhältnis 1:1, mischte ihn gut durch und gab 
ihn in die schon bereits früher verwendete und in der ersten Mitteilung 
beschriebene Quarzglasküvette und verschloß sie mit dem eingeschliffenen 
Pfropfen. 

Die gefüllte Küvette unterwarf ich der Bestrahlung aus einer Entfernung 
von 10cm derart, daß ich zunächst 10 Minuten eine flache Seite bestrahlte, 
dann umdrehte und wieder 10 Minuten die zweite flache Seite bestrahlte. 
Nach beiderseitiger Bestrahlung applizierte ich von diesem Saft lccm 
täglich bei vier Meerschweinchen, die bisher durch 10 Tage mit getrocknetem 
Hafer und Wasser gefüttert wurden. Die Körpergewichtsabnahme hörte 
bei allen Tieren auf, die Körpergewichtskurve begann bei allen Tieren 
allmählich zu steigen und die Meerschweinchen lebten wieder bis zur Versuchs- 
unterbrechung. Damit ist der Beweis erbracht, daß der zur Hälfte mit 
Wasser verdünnte und unter den gegebenen Bedingungen hauptsächlich 
bei Luftausschluß mit ultraviolettem Licht bestrahlte Citronensaft die 
antiskorbutische Wirksamkeit und dadurch den C-Faktor nicht verliert. 

Ganz ähnlich verwendete ich den ursprünglichen Citronensaft, und zwar 
20 ccm, stumpfte dessen Acidität mit der entsprechenden Menge n/10 NaOH 
auf die Hälfte ab, die resultierende verdünnte Lösung engte ich wieder im 
Vakuum-Trockenapparate bei maximal 38°C auf den Umfang von 20 ccm 
ein und füllte mit dieser Lösung die Küvette, verschloß sie und setzte sie 
der ultravioletten Lichtbestrahlung unter denselben Bedingungen wie früher 
aus. Die Applikation. dieses Saftes bei vier präskorbutischen Meer- 
schweinchen, deren Körpergewicht eine fallende Tendenz aufwies, war 
wieder dieselbe und das Ergebnis mit dem vorangehenden Falle analog. 


Daraus geht hervor, daß auch der Citronensaft von halber Acidität 
und ursprünglichem Umfang, bei Luftausschluß mit uliraviolettem Lichte 
unter den gegebenen Bedingungen bestrahlt, die antıskorbutischen Eigen- 
schaften nicht verliert. 


Ill. Ergebnis der Versuche. 
Es wurde gezeigt, daß der täglich per os in den Schlund eingeführte 


Citronensaft, welcher aus diätischen Rücksichten vor der Applikation 
bei skorbutischen Meerschweinchen mit Wasser im Verhältnis 1:1 
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verdünnt worden war, prompte antiskorbıtische Wirkung aufwies. 
Die Wirkung verschwand aber, wenn dieser verdünnte Citronensaft 
durch 20 Minuten aus der Entfernung von 10cm und in einer 1 mm 
hohen Schicht mit ultraviolettem Lichte bei Luftzutritt bestrahlt 
worden war. Falls aber dieser Citronensaft unter denselben Bedingungen 
im ursprünglichen, konzentrierten Zustande bestrahlt und erst nach 
der Bestrahlung vor der Applikation verdünnt wurde, behielt der 
C-Faktor im Safte seine Wirksamkeit. 

In ähnlicher Weise rettete der zunächst mittels n/10 NaOH auf die 
Hälfte seiner Acidität gebrachte und dann erst den. skorbutischen 
Meerschweinchen verabreichte Citronensaft diese vom sicheren Tode 
durch Skorbut, wogegen derselbe Citronensaft von halber Acidität im 
ursprünglichen Umfange bei Luftzutritt und unter den übrigen gegebenen 

en mit ultraviolettem Lichte bestrahlt, die antiskorbutische 
Wirksamkeit verloren hatte. 

In beiden Fällen wurde die ursprüngliche Acidität auf die Hälfte 
herabgesetzt, und es ist klar, daß unter diesen Umständen der ur- 
sprünglich im Safte enthaltene C-Faktor die Bestrahlung mit ultra- 
violettem Lichte bei Luftzutritt (und unter den übrigen gegebenen 
Bedingungen) nicht verträgt. Anders verhält es sich, wenn der auf 
die Hälfte der Acidität gebrachte Citronensaft (wenn auch infolge 
Verdünnung oder Neutralisierung im ursprünglichen Volumen) der Be- 
strahlung mit ultraviolettem Lichte bei Luftausschluß unterworfen 
wird. In diesem wird der C-Faktor — wie gezeigt wurde — nicht zerstört, 
und ist es offensichtlich, daß gerade diese Tatsache nur darauf zu- 
rückzuführen ist, daß eine Oxydation ausgeschlossen war, da die übrigen 
Versuchsbedingungen aufrecht erhalten wurden. 

In dieser Richtung stimmen im großen und ganzen meine Ver- 
suche mit den Erfahrungen AN S.Zilvas überein, welcher — wie ich 
früher bemerkte — festgestellt hat, daß der C-Faktor durch ultra- 
violette Strahlen nicht zerstört wird, daß aber die Ozonwirkung im 
Verlauf der Bestrahlung zu befürchten ist. Die von mir an- 
geführten Versuche zeigten, in welchem Maße diese destruktive Wirkung 
zur Geltung zu kommen droht, und ferner, was die Ursache der even- 
tuellen Stabilität auch während der Bestrahlung bei Luftzutritt oder 
aber, worin die Möglichkeit der Oxydation der labilen antiskorbu- 
tischen Substanz besteht. 

Es steht fest, daß die ultravioletten Strahlen auf den im Citronensaft 
enthaltenen C-Faktor wenigstens unter den gegebenen Versuchs- 
bedingungen keine Wirkung ausüben. Haben wir in unserem Versuche 
doch eine Vernichtung der antiskorbutischen Substanz bei der Be- 
strahlung bei Luftzutritt festgestellt, so ist dies doch nur auf den Einfluß 
des in der Umgebung des Quarzlampenbrenners während der Bestrahlung 
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sich bildenden Sauerstoffs der Luft oder des Ozons zurückzuführen. 
Ich wies nach, daß die Oxydation der antiskorbutischen Substanz 
infolge der steigenden Acidität des Saftes langsamer vor sich geht. 
Eine allgemein gültige Grenze der Acidität zu bestimmen, bei welcher 
der C-Faktor der Wirkung des Oxydationsagens widersteht, ist schwer. 
Es wird gewiß auch daran gelegen sein, welche Stoffe im Safte noch 
vorhanden sind, hauptsächlich deren Gehalt an Trockensubstanz wird 
entscheidend sein. Von praktischer Bedeutung ist die Tatsache, daß 
infolge Verdünnung oder Neutralisierung oder durch was immer für 
eine Herabsetzung der natürlichen Acidität der den C-Faktor ent- 
haltenen Pflanzensäfte, auch die Resistenz der antiskorbutischen 
Substanz hauptsächlich gegen Oxydation herabgesetzt wird. 


IV. Zusammenfassung.) 


Der filtrierte, den C-Faktor enthaltende Saft aus frischen Citronen 
kann, wenn dessen Acidität eine solche ist, daß auf 1 ccm Saft etwa 9 cem 
n/10 NaOH (auf Phenolphthalein) verbraucht werden, in einer 1 mm 
starken Schicht bei gewöhnlicher Temperatur aus einer Entfernung von 
10 cm durch 20 Minuten bei beständigem Umrühren bei Luftzutritt mit 
dem Lichte der Quecksilber-Quarzlampe bestrahlt werden, ohne die anti- 
skorbutische Substanz in ihm zu zerstören. Wird die Acıdıtät des Saftes 
auf die Hälfte herabgesetzt (mit Wasser verdünnt, mittels N eutralisalion) , so 
wird durch die Bestrahlung mit ultravioleiten Strahlen unter den an- 
geführten Bedingungen der C-Faktor, und zwar infolge Oxydation durch 
Luftsauerstoff oder durch das während der Bestrahlung sich bildende 
Ozon zerstört. 

Durch analoge Bestrahlung, aber bei Luftausschluß (in der die ulira- 
violetten Strahlen durchlassenden Quarzküvette) wird die antiskorbutische 
Substanz weder in dem mit Wasser zur Hälfte verdünnten, noch in dem 
auf die Hälfte der Acıdität im ursprünglichen Umfange neutralisierlen 
Safte vernichtet. 





Untersuchungen über den Einfluß 
ultravioletter Strahlen auf akzessorische Stoffe. 


IV. Mitteilung: 
Versuche über die Beeinflussung des Faktors D. 


Von 
Josef Spinka. 


(Aus dem Versuchslaboratorium der chemischen Aktienfabrik in Kolin a. E. 
und aus dem Laboratorium für Zoologie und Tierstoffkunde der tschechischen 
Technischen Hochschule in Brünn, Č. S. R.). 


(Eingegangen am 29. August 1924.) 


I. Vorbemerkungen. 


Der Einfluß ultravioletter Strahlen auf den Wachstumsfaktor D 
wurde bisher, soweit mir bekannt, von niemandem beobachtet, wohl 
aus dem Grunde, weil dieser Faktor noch vor kurzer Zeit mit dem 
B- oder auch dem A-Faktor verwechselt worden war; schon in der 
zweiten Mitteilung habe ich den Unterschied zwischen den Fak- 
toren D und B besprochen, und in eben dieser Mitteilung habe ich 
bei der Applikation des Biokleins (welches sowohl den B- als auch 
den D-Faktor enthält) gezeigt, daß der Wachstumsfaktor D durch die 
Bestrahlung des mit Wasser im Verhältnis l : 1 verdünnten Bioklein- 
sirups mit ultraviolettem Lichte bei Luftzutritt durch 20 Minuten aus 
der Entfernung von 10cm und bei gewöhnlicher Temperatur in diesem 
Präparat nicht vernichtet wird. 

Ich habe dortselbst weiter bewiesen, daß auch nach der Bestrahlung 
des Biokleins unter denselben Bedingungen, aber bei Luftausschluß 
(inder Quarzküvette) der D-Faktor keinen Schaden erleidet. Schließlich 
beschrieb ich in jener Mitteilung Versuche, durch welche ich bewies, 
daß es auch in dem genau auf Phenolphthalein neutralisierten und in 
gleicher Weise bei Luftzutritt bestrahlten Bioklein nicht zur Ver- 
nichtung des D-Faktors kam, denn ich konstatierte auch nach der 


Bestrahlung die prompte Wirkung gegen die alimentäre Dystrophie der 
Tauben. 
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Diese Ergebnisse gewann ich — wie aus der zweiten Mitteilung 
ersichtlich — indirekt bei der Verfolgung der Wirkung ultravioletter 
Strahlen auf den antineuritischen Faktor B, und zwar im Falle der 
Applikation von Bioklein, das beide Faktoren (B und D) enthält. 


Il. Beschreibung der Versuche. 


Um einen direkten Beweis zu erzielen, wählte ich zum Versuch 
abermals das erwähnte Bioklein. Aus diesem Präparat mußte aber die 
antineuritische Substanz entfernt werden. 

Zu diesem Zwecke gab ich in ein Glas die abgewogene Menge Bioklein- 
sirup, verdünnte ihn mit destilliertera Wasser im Verhältnis 1:1, neutrali- 
sierte die Lösung genau auf Phenolphthalein und fügte dann auf je 10g 
Sirup den Überschuß von 10 eem n/10 NaOH hinzu. Danach führte ich den- 
selben Versuch durch, aber Phenolphthalein wurde natürlich nicht mehr 
benutzt, da ich dieses Präparat zur Versuchsapplikation wählte. Die nötigen 
Mengen n/10 NaOH auf das abgewogene Sirupquantum habe ich auf 
Grund der ersten Tabelle bioß berechnet. 

Als das verdünnte Bioklein nach dem oberen Vorgange zunächst 
neutralisiert und dann alkalisiert wurde, notierte ich mir das Volumen der 
Flüssigkeit (mittels Marke am Gefäße) und brachte sie zum Sieden. Ich 
kochte im ganzen immer 6 Stunden bei unbehindertem Luftzutritt im 
offenen Glase, und das ausgekochte Wasser ergänzte ich mit destilliertem 
Wasser auf den ursprünglichen Umfang. Nach der Filtration und dem 
Auskühlen neutralisierte ich die Lösung wieder genau mit der nötigen Menge 
n/10 HC], durch bloßes Abdampfen brachte ich sie auf den ursprünglichen 
Umfang und wollte mich nun überzeugen, ob der B-Faktor durch das 
erwähnte Aufkochen bei alkalischer Reaktion vernichtet wird. 

Zu diesem Zwecke applizierte ich das Präparat bei in neuritischen 
Krämpfen gerade sich befindenden Tauben (zu Leem täglich in den 
Kropf). 

Die Krämpfe verschwanden in keinemder vier Versuchsfälle, im Gegen- 
teil gingen alle Tauben zugrunde, ein Beweis dafür, daß der B-Faktor 
durch die oben beschriebene Biokleinoperation vernichtet wurde. Auf 
diese Art aber konnte ich nicht die Überzeugung erlangen, ob auch der 
D-Faktor Schaden erlitten hat, nachdem seine eventuelle Gegenwart 
nicht zur Geltung kommen kann, bevor die Nervenstörungen (Krämpfe) 
durch Verabreichung des fehlenden B-Faktors nicht beseitigt werden. 

Ich mußte also neue Versuche anstellen, und zwar wieder mit vier 
Tauben, die ausschließlich mit weißem, geschälten Reis gefüttert wurden. 

Im kritischen Stadium, in welchem sich bei den Tauben die ersten 
Krämpfe einstellten, führte ich in den Kropf jeder Taube täglich immer 
1 ccm Hefepräparat ein, dessen Herstellung ich in der zweiten Mitteilung 
beschrieben habe und von dem ich überzeugt war, daß es bloß den 
antineuritischen Faktor B enthält, der bei Tauben die Nervenstörung 
beseitigt. Zugleich mit diesem Hefepräparat erhielt jede Taube 
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jn den Kropf noch l ccm des 6 Stunden in alkalischer Reaktion ge- 
kochten und dann neutralisierten (s. oben) Biokleins.. Die Krämpfe 
verschwanden in einigen Stunden nach der Applikation und traten 
nicht mehr auf. Die Wägungen zeigten, daß das Körpergewicht zunahm 
und daß also im gegebenen Präparat (abgekochtes Bioklein) der D-Faktor 
enthalten war. 

Der weitere Versuchsverlauf bestand darin, daß ich das Bioklein zu- 
nächst abermals im Verhältnis 1: 1 mit destilliertem Wasser verdünnte, 
dann neutralisierte und schließlich mit dem Überschuß von 10 cem 
n/10 NaOH auf 10g Sirup alkalisierte. Hierauf kochte ich die Lösung 
durch 6 Stunden in einem offenen Glase und ergänzte das verdampfte 
Wasser auf den ursprünglichen Umfang. Die filtrierte Lösung goß 
ich direkt in eine flache Schale, bis eine maximal 1 mm hohe Schicht 
entstand, und bestrahlte sie durch 20 Minuten aus der Entfernung 
von 10cm bei gewöhnlicher Temperatur (die durch ein temperiertes 
Bad ausgeglichen wurde) bei Luftzutritt mit ultraviolettem Lichte der 
Quarzlampe. Es ist klar, daß die zur Bestrahlung bestimmte Lösung 
alkalisch war, und erst nach beendeter Bestrahlung neutralisierte ich 
sie mit n/lO HCl aus diätischen Gründen. 

Inzwischen fütterte ich vier Tauben ausschließlich mit weißem 
geschälten Reis und Wasser, bis sich polyneuritische Krämpfe ein- 
stellten. Von diesem Zeitpunkte an begann ich den Tauben in den 
Kropf täglich 1 ccm des bloß den Faktor B enthaltenden Hefepräparats 
einzuführen. Einige Stunden nach der Applikation waren die Tauben 
von den Krämpfen befreit, welche sich nicht mehr einstellten, aber 
schon am dritten Tage nach der Applikation konnte auch beobachtet 
werden, daß das Körpergewicht sich zu heben begann. Bis zur Versuchs- 
unterbrechung ging keine Taube zugrunde, im Gegenteil glich sich 
das Körpergewicht allmählich aus; ein Beweis dafür, daß das er- 
wähnte Biokleinpräparat den Faktor D enthielt. 

Daraus muß geschlossen werden, daß die akzessorische Wachstums- 
substanz nicht einmal durch Bestrahlung in alkalischer Reaktion bei 
Luftzutritt zerstört wird. Nach dem Vorhergesagten hielt ich es für 
überflüssig, noch andere Versuche unter weniger ungünstigen Um- 
ständen, nämlich bei Luftausschluß vorzunehmen, und können daher 
die bisher beschriebenen Ergebnisse meiner Versuche rekapituliert, 
werden. 

II. Die Ergebnisse der Versuche. 

Es ergibt sich also, daß der im Bioklein enthaltene Wachstums- 
faktor durch die Bestrahlung mit ultraviolettem Lichte weder in der 
sauren Reaktion bei Luftausschluß, noch bei Luftzutritt, noch in der 
neutralen, ja nicht einmal in der alkalischen Reaktion zerstört wird. 
Daraus folgt, daß der Faktor D eine hoch resistente Substanz ist. 
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welche) selbst einer sehr intensiven Oxydation in dem alkalischen 
Mittel Widerstand leistet. Dieser Umstand ist gewiß von Interesse, 
aber gerade durch diese Eigenschaft wird der D-Faktor zum Unterschied 
von den übrigen akzessorischen Substanzen charakterisiert. 


IV. Zusammenfassung. 


Der Wachstumsfaktor D, der gegen die alımentäre Dystrophie der 
Tauben wirkt und im Biokleinpräparat enthalten ist, wird durch die 
Bestrahlung des Lichtes einer Quecksilber-Quarzlampe (aus der Ent- 
fernung von 10cm durch 20 Minuten in 1mm hoher Schicht bei ge- 
wöhnlicher Temperatur) weder bei Luftzutritt noch bei Luftausschluß, 
ja nicht einmal dann zerstört, wenn die Biokleinwasserlösung (1:1) 
neutralisiert oder mit dem Überschuß von 10 ccm n/10 NaOH auf 10g 
Bioklein alkalisiert und durch 6 Stunden in der alkalischen Reaktion 
gekocht und dann erst bestrahlt wird. Diese große Resistenz des D-Faktors, 
besonders jene in der alkalischen Reaktion, ıst für die akzessorische 
Wachstumssubstanz besonders charakteristisch. 


Über die Änderung 
der Stickstoff- und Chlorausscheidungen im Harn 
bei Änderung der Beziehungen zwischen! Blut und Gewebe. 


Von 


Saiji Takanosu. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universität Bern.) 
(Eingegangen am 9. September 1924.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


In neuerer Zeit ist vielfach davon die Rede, daß einer der 
beherrschenden Faktoren bei der Regelung der Harnabsonderung der 
Zustand der Gewebe sei. Wohl zum erstenmal ist diese Auffassung 
mit aller Schärfe in einer Arbeit von Asher und Bruck!) geäußert worden 
und dafür experimentelle Anhaltspunkte durch Untersuchung der Harn- 
absonderung bei Muskeltätigkeit geliefert worden. Die nachfolgende 
Arbeit beschäftigte sich mit einer Weiterführung der dort ausge- 
sprochenen Gedankengänge. Es handelt sich darum, mit mehr oder 
weniger bekannten Eingriffen die Beziehungen zwischen Geweben und 
Blut zu verändern, sonst aber alle Bedingungen konstant zu erhalten 
und dann vor und nach den Eingriffen die Harnabsonderung zu unter- 
suchen. Bei derartigen Untersuchungen steht man vor einer Fülle 
von Problemen. Daes sich bei dieser Arbeit um eine einleitende handelt, 
mußte eine Auswahl getroffen werden, und ich habe, einem Rate von 
Prof. Asher folgend, zunächst die Stickstoff- und Chlorausscheidungen 
im Harn von Kaninchen untersucht. Als wesentlichste Aufgabe be- 
trachtete ich die Untersuchung der Stickstoffausscheidung, während 
ich die Chlorausscheidung zunächst nur als Mittel der Kontrolle ins 
Auge faßte. 

Der erste Eingriff, welcher die Beziehungen zwischen Blut und 
Geweben verändern soll, insbesondere aber eine innerhalb physiolo- 
gischer Grenzen sich haltende Zustandsänderung der Gewebe ver- 
anlassen sollte, war das Mittel eines einfachen Blutentzugs. Die hierdurch 


1) Asher und Bruck, Zeitschr. f. Biol. 47, 1, 1905. 
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gesetzten Veränderungen sind im allgemeinen wohlbekannt. In erster 
Linie findet ein Einstrom von Flüssigkeit aus den Geweben in die 
Blutbahn statt, gewissermaßen ein reparativer Vorgang. Da durch 
den Blutentzug eine gewisse Anämie erzeugt worden ist, kommt es zu 
einer mehr oder weniger rasch einsetzenden Regeneration der roten 
Blutkörperchen. Auch der Eiweißverlust durch das verlorengegangene 
Plasma muß durch eine Tätigkeit innerhalb des Organismus ausgeglichen 
werden. Soll nun der etwaige Einfluß der so im Organismus gesetzten 
Veränderungen auf die Stickstoff- und Chlorausscheidung auf dem 
Wege der Niere geprüft werden, so muß dafür gesorgt werden, daß 
alle anderen Bedingungen so weit wie möglich konstant erhalten werden. 
Da ich aus äußeren Gründen als Versuchstiere Kaninchen benutzen 
mußte, waren die Bedingungen so zu gestalten, daß sie zu derartigen 
Versuchen ebenso richtig zu handhaben waren wie hierfür günstigere 
Lebewesen, wie das der Mensch und der Hund sind. Die erste Be- 
dingung, die zu erfüllen war, war die, daß die Ernährung der Kaninchen 
eine solche war, daß sie an und für sich eine konstante Stickstoff- 
ausscheidung gewährleistete, und daß eine Versuchsperiode innerhalb 
24 Stunden stoffwechselphysiologisch als abgeschlossen betrachtet 
werden durfte. Zu diesem Behufe wurden die Kaninchen in der im 
Berner physiologischen Institut üblichen und als praktisch brauchbar 
befundenen Art und Weise ernährt, nämlich mit einer Kost, die aus 
Milch und Weißbrot besteht. Es gibt Zeiten, wo diese Art der Ernährung 
bei Kaninchen zu gewissen Störungen Veranlassung gibt; treten solche 
ein, so lassen sich dieselben meist leicht dadurch beheben, daß man 
an gewissen Tagen eine ganz kleine Beigabe einer frischen Pflanzenkost 
gibt. Im allgemeinen treten diese Störungen bei einer Kost, wo das 
Verhältnis Milch und Weißbrot das richtige ist, recht selten auf. 

In einer zweiten Versuchsreihe habe ich mich der Pituitrininjektion 
bedient. Aus einer ganzen Reihe von Arbeiten der letzten Jahre geht 
hervor, daß eine primäre Folge der Injektion wirksamer Hypophysen- 
extrakte die ist, die Beziehungen des Wasseraustausches zwischen 
Gewebe und Blut tiefgreifend zu verändern, wobei zurzeit die bevorzugte 
Annahme die ist, daß der Angriffsort die Gewebszelle sei. Selbst unter 
der Voraussetzung, daß dies die einzige Wirkung des Hypophysen- 
extraktes an den Gewebszellen sei, erschien es interessant, unter diesen 
neuen Bedingungen die Stickstoffausscheidung im Harn sowie auch 
diejenige der Chloride zu verfolgen, denn die Alterierung des Wasser- 
 stoffwechsels der Zelle ist durchaus kein leichter Eingriff, im Gegenteil, 
die Störung des Wasserstoffwechsels kann, wie die schönen Arbeiten 
von Rowntree lehren, ein sehr schweres Krankheitsbild erzeugen. 

Zur Auffangung des Harns kamen die Kaninchen in Käfige, 
welche zum Zwecke meiner Arbeit einer besonderen Umkonstruktion 
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unterzogen wurden. In den Boden wurden Platten aus einem leicht 
zu reinigenden Material gesetzt, welche Durchbohrungen von einer 
Größe enthielten, daß der Harn ungehindert abfließen konnte, der 
Kot aber auf der Platte blieb und von dort öfters am Tage leicht ent- 
fernt werden konnte. Unterhalb dieser Grundplatte befanden sich 
abgeschrägte, gut lackierte Wände, an denen entlang der Harn in einen 
Trichter floß, der sich im Auffangegefäß befand. Die Nahrungströge, 
aus schwerem Steingut gefertigt, waren auf einer Seite an der Wand 
des Käfigs so befestigt, daß das Kaninchen nur aus demselben seine 
Nahrung entnehmen konnte, ohne die Bodenteile mit der Nahrung 
zu beschmutzen. 

Ich bespreche zuerst meine erste Versuchsreihe, die in Tabelle I 
niedergelegt ist. 

Täglich wurden Körpergewicht, aufgenommene Nahrungsmenge, 
Harnmenge, gesamter Chloridgehalt nach Volhard, Gesamtstickstoff 
mit der Mikromethode von Abderhalden bestimmt. Außerdem wurde 
mit Sahlis Hämoglobinometer der Hämoglobingehalt des Blutes er- 
mittelt. Die tägliche Nahrung des Kaninchens bestand aus 40 g Brot 
und DR eem Milch. Die Nahrung wurde anstandslos täglich vollständig 
aufgenommen und gut vertragen. Dies ergibt sich auch aus dem Körper- 
gewicht, welches sich auch während der ganzen Versuchsdauer konstant 
erwies. Die gesamte Stickstoffausscheidung in den fünf dem Eingriff 
voraufgehenden Tagen war annähernd konstant zwischen 0,77 und 
0,61 g täglich, auch die Chloridausscheidung hielt sich auf einem an- 
nähernd konstanten Werte zwischen 0,75 und 1,1 g pro Tag. Der letzt- 
genannte höhere Wert fand sich allerdings nur am ersten Tage als 
Nachwirkung eine voraufgehenden salzreicheren Ernährung, als die 
aus Milch und Weißbrot bestehende ist. Der mittlere Hämoglobin- 
gehalt betrug 74 Proz. Am 18. März wurden dem Kaninchen von 
1800 g Körpergewicht unter aseptischen Kautelen 35ccm Blut aus 
der Karotis entnommen. Der Hämoglobingehalt sank infolge dieses 
Eingriffes von 74 auf 5l Proz. Die Folgen dieses Eingriffes sind an 
der Harnausscheidung deutlich erkennbar. Obwohl sich das Tier in 
gutem Zustande befand, sein Körpergewicht aufrecht erhielt, schied 
es an den beiden nachfolgenden Tagen eine wesentlich geringere Harn- 
menge aus als je vorher und nachher. Sowohl der Chloridgehalt als 
auch insbesondere der Stickstoffgehalt des Harnes war wesentlich 
niedriger als vorher, und das vorher bestehende Annähern des Stickstoff- 
gleichgewichts mit einer kleinen Tendenz zu einer positiven Bilanz 
schlug in eine deutlich ausgesprochene positive Stickstoffbilanz um. 
Diese positive Stickstoffbilanz erhielt sich bis zum Schluß der Versuchs- 
reihe am 24. März. Ebenso war natürlich die Gesamtstickstoffaus- 
scheidung dauernd niedriger als vorher, wenn sie sich auch allmählich 
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hob. Als ich den Versuch abbrach, 
war die Regeneration noch keine 
vollständige, der Hämoglobingehalt 
hatte erst den Wert von 64 Proz. 
wieder erhalten. Im ganzen zeigt 
dieser Versuch, daß als Folge eines 
mittelgroßen Blutentzugs, trotz 
Wohlbefinden des Tieres und trotz 
konstant bleibenden Nahrungs- und 
Flüssigkeitsaufnahmen, eine ganz 
merkliche Verminderung namentlich 
der Stickstoffausscheidung eintritt. 
Auch die Chloridausscheidung ist 
ganz im Anfang herabgesetzt, aber 
diese Minderung hält nicht so lange 
an wie diejenige der Stickstoff- 
ausscheidung. Die Deutung dieser 
Tatsachen könnte in doppelter 
Richtung gesucht werden. 

Die nächstliegende Aufklärung 
wäre die, daß der Organismus, 
um das verlorengegangene Eiweiß 
zu ersetzen, den in der Nahrung 
gebotenen Stickstoff retiniert und 
auf diese Weise eine positive Stick- 
stoffbilanz zustande kommt. Diese 
Erklärung würde für die Tatbestände 
vollständig hinreichen, es kann 
jedoch auch noch an einen anderen 
Faktor gedacht werden, welcher der 
Berücksichtigung wert ist. Durch 
einen Blutentzug leidet primär, wie 
man aus akuten Versuchen weiß, 
die Niere. Die Ashersche Schule 
vertritt die Ansicht, daß hierbei nicht 
allein die  Kreislaufverhältnisse 
maßgebend sind, sondern auch die 
durch den Blutentzug gesetzte Ver- 
änderung der Niere. Wenn durch 
einen Blutentzug die Gewebe wegen 
Stoffabgabe sich verändern, so 
kann die Annahme gemacht werden, 
daß die Niere als ein besonders 

Biochemische Zeitschrift Band 153. 









































1 A 
Oe 
S | Gel 
Sai 
EW FE 
S EK 
d STE 
i EK 
d i = p2 
l ei ES 
i 
See 
Nr E 
Së SI zi ro 
Te 
| "ep ji u SS 
e l 
34 SS I NN BROD HN N 
BEER SRSSSZANRS 
Er eieiei eieeeei ee 
el E I u at u u ut mul ul Dual u 
ES } 
BEE EE 
db 8258332833 
CD CD ci OO CO CO non 
SEET 
a ueeeeeieieeeic 
2. |BERSRERERS 
EE wl nn nm m N Gd AN a 
SS OI GN m CH Ve 3 
SC EE 
A  ssosscchssce 
— — BEER FETTE 
£ | = om 
FE EE 
2 Ieeneene DOAN 
FER 
eigene eieiei Cie e 
e Be Sn a Se EE 
i | ORONO OONAN OD 
$s A Së 
3 d Së E 
ES E ODA A N A 
ga Tleeeeeeeecc 
Ee 
| È JLeeeeeeeeee 
| 8 |SIEILZA8SE 
Ke 3 
| oe i 
| x FB 
| P- d “5 
3 | Ae 
| Oé 
_ ee ee ee, 
| as 22090900009 
EE 
| © E | a ~ OI 5 
a o pa ra E Fal rd ra rd ear rn 
= | -== 
s Bine 
bes ken kend bei kel kel kend kend bei kees 
ee 
| à Szgrzzszsgz 


246 S. Takanosu: 


empfindliches Organ sich an dieser Änderung beteiligt und hierdurch 
korrelativ zu den Bedürfnissen des Organismus ihr Ausscheidungs- 
mechanismus sich ändert. 

Um den im ersten Versuch beobachteten Sachverhalt weiter zu 
verfolgen, wurde eine neue Versuchsreihe an zwei Kaninchen angestellt. 
Die Versuchsanordnung war die gleiche wie im voraufgegangenen 
Versuch. Nur habe ich, um die Genauigkeit zu erhöhen, Bestimmungen 
des Stickstoffgehaltes des zur Nahrung dienenden Brotes und der 
Milch gemacht. Die Ergebnisse sind die nachfolgenden: 


Stickstoffbestimmung von Brot und Milch nach Xjehldahl im Mikroapparat. 


Brot. 2 uw u. 2 Re 1,24253 Proz. Stickstoff 
Milch `, . . . 2 2 2 2 2 20. 0,406 29 > u 
Dann Brot 30,0 (0,372759) . . . 
Versuch A.: Milch 50,0 (0,203145) . . 0,576904 S 


Versuch B.: Brot 35,0 (4,348855) . . . 
Milch 40,0 (0.162516) . . . 0,5974015 „ 
Brot 30.0 (0.372759) . . . 
Milch 25.0 (0,1015725). . . 04748815 „ ` 


Die Ergebnisse der beiden Versuchsreihen an den Kaninchen (A) 
und (B) bringe ich in den Tabellen II und III und gebe eine kurven- 
mäßige Darstellung in den dazu gehörenden beiden Kurvenbildern. 

Im Versuch (A) dieser Reihe betrug der Hämoglobingehalt vor 
dem Blutentzug 80 Proz., nach dem Blutentzug sank der Hämoglobin- 
gehalt auf 55 Proz. und hatte 19 Tage darauf noch nicht den normalen 
Wert wieder erreicht, sondern betrug nur 65 Proz. Was die Harnmenge 
anbelangt, so war kein wesentlicher Unterschied in der Zeit vor und 
nach dem Blutentzug zu beobachten. Trotz gleichbleibender Flüssig- 
keits- und Nahrungsaufnahme schwankte die täglich abgeschiedene 
Harnmenge innerhalb weiter Grenzen. Was die Gesamtstickstoff- 
ausscheidung anlangt, so hielt sie sich im allgemeinen dauernd unter 
dem Werte nach dem Blutentzug, der vorher beobachtet wurde. Nur 
an einzelnen kam es zu gleich hohen Werten wie vor dem Blutentzug. 
Dementsprechend war die ganze Zeit die Stickstoffbilanz positiv. Am 
Ende des Versuchs war das Körpergewicht um 100g gegenüber dem 
Anfangsgewicht gestiegen. Die mitgeteilten Tatsachen sprechen dafür. 
daß durch den Blutentzug die Tendenz zur Retention von Stickstoff 
geweckt worden war, so daß zwar die Blutregeneration nicht vollständig 
geworden war, wohl aber das Körpergewicht um ein weniges zugenommen 
hatte. Was die Chloride anbelangt, so fand sich nur am ersten Tage 
nach dem Blutentzug eine deutlichere Herabsetzung, . während im 
Verlauf der Regenerationsperiode die Chloridausscheidung annähernd 
die gleiche blieb wie vorher, wenngleich die Maximalwerte der Periode 
vor dem Blutentzug nicht erreicht wurden. 
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In dem Versuch (B) dieser Reihe habe ich einen noch kleineren 
Blutentzug gemacht als in dem vorigen Versuch, nämlich nur 20 ccm. 
Vor dem Blutentzug betrug der Hämoglobingehalt 81 Proz., nach dem 
Blutentzug sank der Hämoglobingehalt kontinuierlich und erreichte 
am 12. Tage nach dem Blutentzug nur den Wert von 61 Proz. Die 
Gesamtstickstoffausscheidung sank im allgemeinen wie in dem vorauf- 
gehenden Versuch, wenngleich die Unterschiede entsprechend dem 
kleineren Blutentzug geringer waren. Vielleicht ist die Mangelhaftigkeit 
der Blutregeneration in diesem Versuch gerade darauf zurückzuführen, 
daß die Stickstoffretention weniger ausgesprochen war. Die Chlorid- 
ausscheidung war in den ersten Tagen nach dem Blutentzug tief herab- 
gesetzt, sie hob sich dann; so hohe Einzelwerte wie in der Zeit vor dem 
Blutentzug wurden nicht erreicht. 

Die nächsten beiden Versuche, welche ich angestellt habe, sollten 
den Einfluß wiederholter Pituitrininjektionen auf die Harnabsonderung 
bei konstant erhaltenen Ernährungsbedingungen prüfen. Ich bediente 
mich des Pituitrins wegen seines eigenartigen Einflusses auf den Wasser- 
stoffwechsel.e. Denn mehr und mehr stellte sich heraus, daß Pituitrin 
das Wasserbindungsvermögen der Gewebe beeinflußt, und daß dieses 
“die primäre Bedingung für die geänderte Harnabsonderung ist. Wenn 
das Wasserbindungsvermögen geändert ist, so fragt es sich, ob nicht 
auch die Abgabe von stickstoffhaltigen Produkten aus den Geweben 
in das Blut sich ändert, teils wegen Änderungen in der Abgabe von 
Lösungswasser, teils auch wegen sonstiger Permeabilitätsänderungen. 

Die beiden Versuchsreihen, welche diesem Zwecke dienten, finden 
sich in den Tabellen IV und V und in den beiden dazu gehörenden 
Kurvendarstellungen. 

Ich verwandte zu meinen Injektionen Pituitrin Parke, Davis & Co. 

In Versuch (A) dieser Reihe habe ich vier Pituitrininjektionen 
gemacht, die erste 0,5 ccm subkutan, bewirkte eine verminderte Harn- 
absonderung des betreffenden Tages. Da die beiden nächsten Pituitrin-, 
injektionen der gleichen Dosis keine Wirkung hatten, habe ich dann 
l ccm subkutan injiziert, was zu einer starken Verminderung der Harn- 
absonderung führte. In Versuch (B) erzielte erst eine Injektion von 
1,5 ccm Pituitrin eine hochgradige Herabsetzung der Harnmenge. 
Jede Pituitrindosis, die einen Einfluß auf die Harnmenge hatte, hatte 
auch einen solchen auf die Gesamtstickstoffausscheidung, die merklich 
herabgesetzt war, so daß die ohnehin bestehende geringfügige negative 
Stickstoffbilanz noch etwas vergrößert wurde. Demnach beteiligt sich 
an der durch Pituitrin gesetzten Veränderung in der Harnabsonderung 
nicht bloß das Wasser, sondern auch der Stickstoff. Das gleiche kann 
auch für die Chloride ausgesagt werden, denn jedesmal, wenn das 
Pituitrin auf die Harnmenge einen Einfluß hatte, sank auch ent- 
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sprechend die Chloridausscheidung. Hieraus scheint mir hervorzugehen, 
daß sowohl die stickstoffhaltigen Substanzen, wie auch das Salz an 
den Veränderungen teilnimmt, die das Pituitrin in den Geweben schafft. 
Demzufolge wird die Pituitrininjektion nicht bloß den Wasserstoff- 
wechsel beeinflussen. Allerdings läßt sich auf Grund meiner Versuche 
nicht entscheiden, ob die an Chlor und Stickstoff beobachteten Ver- 
änderungen primärer oder sekundärer Natur sind. 

Die hier behandelten Versuche sollen weitergeführt TEE da 
die von mir in dieser Arbeit berichteten als eine vorläufige Orientierung 
dienen sollten. 


Zusammengefaßt, sind die Ergebnisse meiner Untersuchung die 
nachfolgenden: 

1. Nach einem geringfügigen Blutentzug mindert sich lange Zeit 
die tägliche Stickstoffausscheidung, so daß es zu größeren positiven 
Stickstoffbilanzen als vorher kommt. 

2. Die Chlorausscheidung ist nur kurze Zeit vermindert und kehrt 
dann bald zur Norm zurück. 

3. Pituitrininjektionen, welche zur verminderten Wasseraus- 
scheidung führen, bewirken auch eine erhebliche Verminderung der 
Gesamtstickstoff- und Gesamtchlorausscheidung. 
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Untersuchungen an elektrolytfreien, wasserlöslichen Proteinen. 


IT. Mitteilung: 
Salzeiweißverbindungen (ZnCl,). 1. 


Von 
Wo. Pauli und Margarete Schön. 


(Aus dem Laboratorium für physikalisch-chemische Biologie 
der Universität Wien.) 


(Eingegangen am 13. Oktober 1924.) 
Mit 8 Abbildungen im Text. 


I. 


Die Frage nach den Beziehungen der wasserlöslichen Eiweißkörper 
zu Salzen, die durch frühere Arbeiten von Pauli mit Flecker!), Oryng?) 
und Matula?) für Seralbumin und Glutin im Sinne des Bestehens 
chemischer Verbindungen entschieden schien, ist in neuerer Zeit wiederum 
kontrovers geworden durch die Stellungnahme J. Loebs, der zu der 
Anschauung gelangte, daß Eiweißkörper im isoelektrischen Punkte 
weder mit Kationen noch mit Anionen reagieren. Erst die Verschiebung 
der Reaktion (Sörensens pel nach der alkalischen Seite hin würde eine 
Aufnahme von Kationen, nach der sauren eine Bindung von Anionen 
ermöglichen. J. Loeb?) stellt die Forderung auf, daß die Eiweißkörper 
bei isoelektrischer Reaktion hergestellt werden müssen, wenn man ihre 
Eigenschaften im reinen Zustande untersuchen wolle. 

Die Trennung zwischen dem Verhalten von Eiweißsalzen (Alkalı- 
proteinaten und Säureproteinen) und den reinen Proteinen bei ihrer 
Reaktion mit Neutralsalzen ist schon von früheren Autoren genau 
beachtet worden®), doch konnte immerhin gegen frühere Versuche 
der Einwand erhoben werden, daß trotz der weitgehenden Dialyse, 
die zur Reinigung der Eiweißkörper verwendet worden war, ein — 
wiewohl nach der Sachlage nur kleiner — Bruchteil des Eiweißes in 
der Form von Alkaliprotein der Verdünnungshydrolyse entgangen ist, 
so daß ein Gemisch von großen Mengen reinen Proteins mit einem sehr 





1) Diese Zeitschr. 41, 461 (1912). 

2) Ebendaselbst 70, 368, 1915. 

3) Ebendaselbst 80, 187. 1917. 

4) Proteins usw., New York 1922. 

5) Vgl. die Darstellung Pawis in Fortschr. d. naturw. Forschung 4, 
223, 1912. 
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geringfügigen Anteil von unzerlegtem Proteinsalz zur Untersuchung 
gelangte. Wie wenig wahrscheinlich es jedoch ist, daß diese Bei- 
mengung von Proteinsalz die Ergebnisse grundsätzlich beeinflußt ist. 
das zeigt der Nachweis!), daß ein und dasselbe durch Dialyse hoch- 
gereinigte Protein (Albumin, Glutin) sowohl eine Aufnahme von Chlor- 
ionen aus KCl?) als auch von Silberionen?) aus Ag NO, mittels potentio- 
metrischer Methoden erkennen läßt und daß diese Aufnahme in äqui- 
valenten Mengen erfolgt. Dieses Verhalten würde mit chemischen 
Erfahrungen von P. Pfeiffer?) im Einklang sein, der Verbindungen 
einfacher Aminosäuren mit Neutralsalzen darstellen konnte. 

Durch die seit Jahren am Institut geübte Reinigung von Kolloiden, 
insbesondere von Eiweißkörpern durch ZHlektrodialyse, ist es leicht 
möglich, Eiweißkörper zuverlässig frei von Proteinsalz lediglich in 
Form des reinen Proteins herzustellen. Wir wissen es gerade durch 
Untersuchungen solcher reinster Proteine, daß dieselben im allgemeinen 
in der Lösung nicht in einem einheitlichen, sondern in verschiedenen, 
miteinander assoziierten und im Gleichgewicht stehenden Molekül- 
arten (Anionen, Zwitterionen, Neutralteile) vorliegen und daß ferner 
der Einfluß der Luftkohlensäure auf Eiweiß kaum auszuschalten ist. 
Doch die Bedingung höchster Reinheit der Proteine für ihre Unter- 
suchung, insbesondere die Vermeidung merklicher Mengen von Alkali 
oder Säureprotein, deckt sich durchaus nicht mit der Notwendigkeit 
einer isoelektrischen Reaktion (J. Loeb), die — und zwar nur für Puffer- 
lösungen — lediglich ein bestimmtes Verhältnis des neutralen zum 
ionischen Eiweiß, bzw. der entgegengesetzten ionischen Proteinanteile 
zueinander, festlegt. 

Die Gewinnung hochgereinigter, wasserlöslicher Proteine mittels 
Elektrodialyse wurde unter anderem zur Veranlassung, ihre Beziehungen 
zu Salzen einer umfassenden Neuuntersuchung zu unterziehen. Im 
folgenden soll über solche Versuche an Zinkchlorid mit Serum- und 
Ovalbumin sowie Glutin berichtet werden. Zum Vergleich des Ver- 
haltens von reinem Salz und seiner Kombination mit Proteinen war 
vorerst eine physikalisch-chemische Prüfung des Zinkchlorids im unter- 
suchten Konzentrationsbereich und eine entsprechende Ergänzung der 
bisher darüber vorliegenden Daten notwendig. 


II. Physikalisch-chemische Untersuchung des ZnCl, 


Analyse des Salzes. Zur Verwendung gelangte ein Mercksches 
Präparat (puriss. pro anal.), von dem eine konzentrierte Lösung her- 
gestellt wurde (ungefähr 2n). Das ausfallende basische Salz wurde 


1) Pauli und Flecker, Le — 31 Pauli und Oryng, l.c. — 3) Pauli 
und Matula, Le — A Organische Molekülverbindungen 106, Stuttgart 
1922; daselbst Literatur. 
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abfiltriert. Bei der weiteren Verdünnung dieses Filtrats war das Fort- 
schreiten der Hydrolyse nur mehr gering, was sich schon an der gering- . 
fügigen Menge basischen Salzes zeigte, das beim Herstellen einer n/10 
Stammlösung auftrat. Sie wurde als Ausgangslösung für alle weiteren 
Versuche benutzt und daher einer quantitativen Bestimmung unterzogen. 
Das Zink wurde mit NaC O, gefällt und der Niederschlag so lange 
am Filter ausgewaschen, bis beim Verdampfen des Filtrats kein Rückstand 
mehr hinterblieb (2 Stunden). Hierauf wurde geglüht und als Zn O gewogen. 
Im Filtrat wurde das Chlor gravimetrisch als AgCl im Gooch-Neubauer- 
Tiegel bestimmt. Die Analyse der Standardlösung ergab für Chlor 0,1161 g 
Mole im Liter. Der Zn-Wert bleibt etwas gegen das Cl zurück. Den Kon- 
zentrationsdaten legten wir stets den gravimetrisch bestimmten Chlorgehalt 


zugrunde. 
Es wurde eine noch verdünntere Salzlösung hergestellt und quantitativ 


analysiert. Sie ergab für Zn 0,014394 n, für Cl 0,014426 n. Die Normalität 
der hier noch vorhandenen HCl würde unter Vernachlässigung eines Analysen- 
fehlers 32. 10-6 betragen. Wie die potentiometrischen Messungen direkt 
zeigen, ist sie aber noch geringer (4,35. 10-6). Die Hydrolyse wäre im 
Höchstfalle 0,2 Proz. Man sieht daraus schon, daß namentlich in den Ver- 
dünnungen, die hier untersucht wurden — zwischen 5. 10-2 bis 5. 10-3 — 
die Hydrolyse nur einen kleinen Korrekturfehler bilden wird. Aus der 
Literatur (Abegg, Handb. d. Chem. 11, 2) konnte man für eine Lösung von 
7,4. 10-3 n eine Hydrolyse von 0,12 Proz. entnehmen, was unseren Werten 
nicht widerspricht. Auch K. Drucker!) stellte potentiometrisch in der 
Konzentration 25. 10-2n eine vernachlässigbare Hydrolyse beim ZnCl, fest. 
Leitfähigkeit. Vor allem wichtig für den von uns angestrebten 
Vergleich von Salz mit und ohne Eiweiß war die Prüfung der spezifischen 
Leitfähigkeit. Von der Stammlösung wurden durch genaues Verdünnen 
eine Reihe analytisch definierter Lösungen zwischen 5.10”? und 
1. 107”?n hergestellt und deren spezifische Leitfähigkeit bei 25°C ge- 
messen. Man beobachtete Konstanz der Resultate und konnte auch 
nach längerem (eine Stunde) Stehenlassen im Leitfähigkeitsgefäß mit 
platinierten Elektroden keine Änderung wahrnehmen. Die Beständig- 
keit der Lösungen nach längeren Zeiten wurde gleichfalls nachgeprüft. 
So zeigte die zweite Stammlösung (n = 0,014426) folgende Daten: 








Tabelle 1. 
e KNVB | K (23. V1. 1923) | K (5. V. 1924) 
400 | 15,85 .10—4 15,88. 10—4 | = 
500 | 15,87 .10—4 15,91 . 10—4 15,95 . 10-4 


600 | 15,89. 10—4 15,88 . 10—4 15,92. 10—4 
w | | — | 16,94. 10-4 
Die Änderung ist innerhalb des Zeitraumes eines Jahres außer 
ordentlich gering und für unsere Versuche völlig belanglos. 
Gefunden wurden bei Verdünnungen folgende Werte, wobei in 
der Tabelle II n die analytisch gefundene Normalität des Salzes, X die 


1) Zeitschr. f. Elektrochem. 18, 241; 19, 798. 
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korrigierte spezifische Leitfähigkeit nach Abzug des Wasserwertes, 
. A die molekulare Leitfähigkeit bedeuten. 


Tabelle II. (Abb. 1.) 








n | K 





387 .10-3 4,00 .10-3 
29 .10-3 3,06 „10-3 
19,35 .10-3  2,107.10-3 


SE É 7 | = í 2 

58,05 .10-3 | 5,79 „10-3 189,6 | 4,838. 10-3 5,708.10-4 236 
| 

14,51 . 10-3 1,61 .10-3 ` 


14,42 .10-3 1,59. 45. 1,783. 10-4 246 
9,675 . 10-3 l i 1,594 . 10—4 7 
7,256 . 10-3 1,4139.10-4 248 
5,805 . 10-3 














d 7 2 3 4 5 6 7 
Abb. 1. Spezifische Leitfähigkeit von Zn Cl». 
O Druckers Werte. © Eigene Werte. 


Zum Vergleich seien noch die in unseren Konzentrationsbereich 
fallenden, sehr sorgfältig gemessenen Werte K. Druckers angeführt. 
die auf 25° umgerechnet wurden. Noch besser ersieht man die Überein- 
stimmung der Messungen aus Abb. 1, welche aus den Druckerschen 
Werten gezeichnet wurde und in die dann die eigenen Werte ein- 
getragen wurden. 

Tabelle III. (Abb. 1.) 





nm | Kin | K225 ier 
71,3 .10-3 6,09 . 10-3 6,94 . 10-3 171 
50.9 .10-3 4,467 . 10-3 5,09. 10-3 175.5 
30,54 . 10-3 2.794 . 10-3 3,18 . 10-3 183 
23,82 . 10-3 2.214. 10-3 2,52.10-3 185,9 


10,74 . 10—3 1,053 . 10-3 1.20. 10-3 196.1 
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Durch graphische Extrapolation der molekularen Leitfähigkeiten 
erhält man den Wert = 260,5 während Drucker auf Grund seiner 
Überführungszahlen 254 angibt. Wenn man aber aus der später er- 
mittelten Cl- und H-Ionenaktivität (s. unten) die Zinkionenbeweglichkeit 
(uz, = 55,104) und daraus die molekulare Grenzleitfähigkeit berechnet, 
so erhält man 260,304, also einen Wert, der mit dem von uns durch 
Extrapolation gefundenen sehr gut übereinstimmt. 


H-Ionenmessungen. Die H-Ionen wurden nach der Poggendorfschen 
Kompensationsmethode in der im Institut üblichen und beschriebenen 
Weise gemessen. Als Ableitungselektrode wurde eine Kalomelelektrode 
(mit In KCl gefüllt) verwendet, als Normalelement diente ein geeichtes 
Westonelement. Die H-Elektrode hatte die von Wo. Pauli eingeführte 
Form und wurde mit elektrolytisch entwickeltem Wasserstoff unter wieder- 
holtem Rotieren gesättigt. Gemessen wurde so lange, bis die aufeinander 
folgenden Werte gleich waren. Die Anordnung wurde mittels der 
Sörensenschen Standardlösung kontrolliert. 


In allen untersuchten Fällen war die H-Ionenkonzentration sehr 
gering. 











Tabelle IV. 
ET RE EEE E 
58,05. 10-3  5,07.10-6 9,675 . 10-3 3,43 . 10—6 
38,7 .10-3 5,74 . 10—6 7,256 . 10-3 2,88 . 10-6 
29 .10-3 5,30 . 10-6 5,805.10-3 '  3,28.10-6 
19,35. 10-3 |  3,86.10-6 4,838 . 10-3 2,50 . 10-6 
14,51. 10-3 4,02. 10-6 2,90 .10-3 1,9 .10-6 
14.42 . 10-3 4,35 . 10-6 232 .10-3 2,1 .10—6 


Cl-Ionenmessungen. Zur potentiometrischen Messung der Chlorionen 
wurde eine kleine Kalomelelektrode verwendet. Sie war mit Hg und Kalomel 
paste, die mit der darüber stehenden Untersuchungslösung gut ins Gleich- 
gewicht gebracht worden war, gefüllt. Die Bezugselektrode und die zu 
messende Kalomelelektrode wurden, wie am Institut bei Cl-Ionenmessungen 
üblich, nicht mit gesättigter KCl-Lösung, sondern durch eine isophoretische 
Lösung (4n) von NH,NO, und NaNO, als Zwischenflüssigkeit verbunden. 
Die Apparatur wurde durch wöchentliche Kontrollmessung mit 0,01n KCI 
nachgeprüft, welche mindestens den Wert 9,2. 10-3n CI ergeben mußte 
(theoretischer Wert 9,4 .. 10-3). 


Die Messung der Lösungen wurde das erstemal 2 Stunden nach 
Füllung der Elektrode vorgenommen. Die weiteren Messungen erfolgten 
in Zwischenräumen von 11% bis 2 Stunden. Derart konnten vier bis 
fünf Messungen notiert werden, die im Durchschnitt bis 8mm auf der 
zehnfach verlängerten Meßbrücke schwankten. Bei der Anordnung 
mit den Widerstandskästen und dem Vorschaltwiderstand nach 
Michaelis betrugen die Schwankungen 0,5 bis 1,5 Millivolt. Aus den 
Genauigkeitsgrenzen der potentiometrischen Meßbarkeit der Cl-Ionen 
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ergibt sich, daß die unter Benutzung dieser Deten später ermittelte 
Beweglichkeit der Zinkionen nicht genauer als auf 5 Proz. bestimmt 
werden konnte. Man stellte Messungsreihen für je eine Lösung in 
mehreren Elektroden auf; meistens wurden zugleich drei Elektroden 
genommen, bei größeren Schwankungen auch vier. Aus den gefundenen 
Resultaten wurde das Mittel genommen. 


Tabelle V. (Abb. 2.) 














` f } 
n C | 3 ! S u 
= a Si E SS we ` Proz. GZ ER 
58,05 .10-3 >` 437 .10-3 | 71,7 75,27 57,22 
387 .10-3 30,6 .10-3 ` 80,7 79,07 55,45 
29,03 .10-3 23,5 .10-3 87,3 80,95 54,63 
19,35 .10-3 16,2 .10-3 96,7 | 83,72 54,78 
14,51 .10-3 124 .10-3 | 103,5 | 85,46 54,53 
14,42 .10-3 123 .10=3 ` 103,7 | 853 54,07 
9,675 . 10—3 84 .10-3 ` 113,4 86,82 56,20 
7,256 . 10—3 644.10-3 . 12% 88,75 55,39 
5,805 . 10—3 5,16. 10-3 125,6 ` 88,89 56,10 
4,838 . 10—3 4,44. 10-3 129,4 91,77 53,16 
2,903 . 10-3 2,64 . 10-3 142,6 90,94 55,60 
2,32 .10-3 2,16. 10-3 1476 ! 9302 _ 54,09 


Cou = Potentiometrische Cl-Ionen, e = Aktivitätsgrad, E = Elektromotorische Kraft in Millivolt. 


Zum Vergleich seien noch die bei 18° gemessenen Druckerschen 
CO cı-Daten angeführt (s. Tabelle VI), aus denen die Kurve (Abb. 2) ge- 
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zeichnet wurde, in die wir die eigenen Werte eintrugen. Die Überein- 
stimmung ist eine durchaus befriedigende. 


Berechnung der äquivalenten Beweglichkeit u. Die letzte Reihe der 
Tabelle V gibt die äquivalente Beweglichkeit des Zinkions an, die aus 
der nachstehenden Formel unter Berücksichtigung der H-Ionen- 
aktivität berechnet wurde. 


K . 10° = Cc -vca + Cuy . un + (Cci — CH) uzn 
E Cati. 
Ccı — Ou 


In dieser Formel bedeutet: K = spezifische Leitfähigkeit, goe = Be- 
weglichkeit des Cl-Ions = 75,2, ug = Beweglichkeit des H-Ions = 350, 
üza = Beweglichkeit des Zn-Ions. Sämtliche Werte bei 25°C. 


Die Beweglichkeit zeigte keinen Gang mit der Konzentration und 
schwankte um den Wert 55,104. Diese Zahl gibt, auf 18° umgerechnet, 
48,3. Die Umrechnung wurde vorgenommen unter der Annahme, 
daß sich die Beweglichkeit des Zn-Ions pro Grad um 2 Proz. ändert. 
Von Kohlrausch wurde als Beweglichkeit die allerdings niedrigere Zahl 
uza = 46 gefunden. Es könnte indes der benutzte Temperaturkoeffizient 
um einige Prozente zu niedrig sein, aber dessen nähere Bestimmung 
lag nicht im Rahmen dieser Versuche. Drucker hat seine elektro- 
chemischen Untersuchungen am ZnCl, in einem konzentrierteren 
Gebiete angestellt. Während er aus seinen Überführungsversuchen 
nach der Hitiorfschen Methode, die nur in konzentrierteren Lösungen 
anwendbar ist, für u bei 18° viel niedrigere Zahlen, im Mittel 41,8, 
erhält, ergeben sich den unseren gleiche Werte, wenn man obige Formel 
auch auf seine Messungsresultate anwendet. In Tabelle VII sind die 
drei verdünntesten Lösungen, mit denen er gearbeitet hat, angegeben, 
die Leitfähigkeit auf 250C umgerechnet und die Beweglichkeit unter 
Benutzung der potentiometrisch bestimmten Chlorionen abgeleitet. 


UZn 


Tabelle VI. (Abb. 2.) 


n BR LO K 250 Ge | UZn 




















0,02 16,6 . 10—3 2,14 .10-3 83 54 
0,04 31,7 . 10-3 4,11 . 10-3 79,25 54,39 
0,06 45 .10-3 5,940 . 10—3 75 57 


Im Mittel ergibt sich als Beweglichkeit u = 55,15, also eine sehr 
gute Übereinstimmung mit unserem Wert 55,10. Die Bestimmung 
dieses Wertes ist, wie sich zeigen wird, für die folgenden Untersuchungen 
am Eiweiß von großer Bedeutung. 
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HI. Physikalisch-chemische Untersuchung von ZnCl, und Seralbumin. 


Herstellung des Seralbumins. Als Ausgangsmaterial diente ein 
bereits dialysiertes Pferdeserum, das schon fast ein Jahr im Institut 
unter Toluol aufbewahrt war. Dieses Präparat wurde weiter gereinigt. 
indem man es mit — bis zum Verschwinden der Cl-Reaktion — 
gewaschener Lindenkohle schüttelte. Dadurch konnte die ursprünglich 
starke Färbung der Flüssigkeit bedeutend aufgehellt werden. Dieses 
weingelbe, klare Serum wurde einer Elektrodialyse im Paulischen 
Apparat unterzogen, wobei noch Reste von wasserunlöslichem Globulin 
ausfielen. Mit dem Fortschreiten der Reinheit des Serums wurde auch 
die Stromspannung gesteigert. Eine auftretende Temperaturerhöhung — 
Seralbumin koaguliert bei 51° — wurde durch vorgeschaltete Wider- 
stände vermieden, und schließlich konnte direkt mit einer Spannung 
von 440 Volt gearbeitet werden. Die Dauer der Elektrodialyse betrug 
4 Tage. Hierauf wurde das Eiweiß aus dem Apparat genommen, noch- 
mals filtriert, um es von jeder Spur aufgewirbelten Globulins zu be- 
freien, und unter Toluol sorgfältig aufbewahrt. Die Leitfähigkeit war 
während der Dialyse auf 11,8 . 10° gefallen, stieg nach der Entnahme 
auf 31,6. 107° und behielt diesen Wert, der dem Gleichgewicht mit 
der Luftkohlensäure entsprach!). Bei Messung des reinen Albumins 
in der Kalomelelektrode fand sich Oo = 3,1 . 1074, entsprechend der 
Reaktion mit HgCl. Sein Trockengehalt betrug 1,63 Proz. Es erwies 
sich vollständig globulinfrei. 

Spezifische Leitfähigkeit. Es wurden zwei verschiedene Albumin- 
konzentrationen in sechs verschiedenen Salzkonzentrationen untersucht. 
Die Lösungen der Kombinationen wurden in Jenaer Kölbchen bereitet 
und, wenn sie nicht sofort verwendet wurden, mit Toluol überschichtet. 
Die einzelnen Mischungen wurden mindestens doppelt hergestellt und 
ihre Leitfähigkeit gemessen. Es war zunächst von Interesse zu prüfen, 
ob die etwaige Wechselwirkung des ZnCl, mit dem Albumin eine merk- 
liche Zeit brauche. Eine Kombination von 0,8 Proz. Albumin mit 
Salz von n = 58 . 107° wurde bereitet und die Leitfähigkeit gleich 
nach dem Zusammenmischen, nach 8 und nach 24 Stunden gemessen. 

















Tabelle VII. 
K von ZnCl, rein | K gleich nach Mischen | K nach 8 Stunden Te nech 24 ande 
5,79.10-3 | 5m.10-3 | 55.10-3 | 556.10-3 


Es zeigt sich also, daß sofort nach dem Mischen die Wechselwirkung 
von Salz und Eiweiß schon eingeleitet ist, aber erst nach 8 Stunden 


1) Pauli, Akademischer Anzeiger, 25. Januar 1923, und vorhergehende 
Mitteilung dieser Reihe. 


= “er — e 
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| 
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als beendet angesehen werden kann. Es wurden daher die Leitfähigkeits- 
messungen mit nicht unter 8 Stunden alten Lösungen gemacht. 


Tabelle VIII. (Abb. 3.) 





| Leitfäbigkeitsabnahme K I! — Kl 


in Proz. 
unkorr.| korr. 


' K" (ZnCh + Alb) 


d 
5 Alb. | | absolut 











Proz. 





korr. 





58.05 .103|08 ag .10-3|5,55 „100-3 10-3. 5,53 [240.104 | 2s. 104l 414 | 44 
14,51 .1073]08 |161 .107311,54 .10=3110=3.15217 .1075,87 .10=5|| 435 | 54 
38,7 .107311,086|4 .107338 .10-3]10-3.378 12 .ı0=%1222.10-9| 5 5,5 
19,35 .10— 3] 1,0861 2,107 .10 311,99 . 1031 10-3. 1,97 1.17.10 %|1,87.10- 4i 5,473 | 6,63 
9,675 . 10— 3| 1,086 | 1,105 . 10— Be 10=3.1,02 1163 .10=9|85 .10— 5| 5,70 | 7,68 
4,838 . 10— 3| 1,086|5,71 . 10— $5,40 .10-%10=%. 5,18 || 3,08. 10—53 | 528.105: 5,40 | 9,24 

















Beim Vergleich der Leitfähigkeiten von Salz-Albuminmischungen 
wäre für die Eigenleitfähigkeit des Seralbumins eine Korrektur ein- 
zuführen, deren genauer Wert derzeit kaum bestimmbar ist. Nach den 
Untersuchungen von Pauli und Adolf!) setzt sich nämlich die Eigen- 
leitfähigkeit reinster, an der Luft gestandener Albuminlösungen aus 
zwei Anteilen zusammen. Der eine Anteil ist durch eine H-Ionen- 
dissoziation unter Bildung negativer Eiweißionen nach dem Schema 


NH,RCOOH > NH,RCOO +H 


bestimmt. Der zweite Anteil hängt mit der CO,-Aufnahme durch 
das Albumin zusammen und dürfte nach der Ansicht Paulis der inneren 
Ionisation eines Bimoleküls entstammen. Man könnte dafür die 
Gleichung aufstellen: 


2NH,RCOOH LH + HCO; = COOH. R . NH; + NH,RCOOH 
. COO” + H,0, 


die der Dissoziation eines carbaminsauren Ammoniums entsprechen 
würde). Neben diesen leitenden Anteilen könnten noch an der Leit- 
fähigkeit unbeteiligte Zwitterionen, deren Bedeutung für die Amino- 
säuren neuerdings durch N. Bjerrum?) in den Vordergrund gerückt 
worden ist, und schließlich durch innere Absättigung der sauren und 
basischen Valenzen gebildete Neutralteile am Gleichgewicht in der 
Lösung mitwirken. 

Fände keinerlei Wechselwirkung zwischen ZnCl, und Seralbumin statt, 
so wäre bei den hier gegebenen Verdünnungen im wesentlichen algebraische 


Summierung der Leitfähigkeiten bei ihrer Mischung zu erwarten. Bezieht 
man jedoch die gefundene, unterhalb der des reinen Salzes liegende Leit- 


1) Vgl. diese Zeitschr. 152, 360, 1924. 
2) Eine physikalisch-chemisch besser ansprechende Möglichkeit wird 
weiter unten erörtert werden. 
3) Zeitschr. f. physikal. Chem. 104, 147, 1923. 
Biochemische Zeitschrift Band 153. 18 
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fähigkeit der Kombination auf die Summe der Leitfähigkeiten der Salz- 
lösung und des Albumins, so kommt man zu einer stärkeren Leitfähigkeits- 
abnahme, also auch Bindung oder sonstigem Verschwinden von Ionen, 
als wenn man auf das reine Salz bezieht. Die ersteren korrigierten Werte 
würden jedoch nur dann gelten, wenn die ionischen Anteile der reinen 
Eiweißlösung bei der Reaktion mit ZnCl, und Seralbumin absolut ungeändert 
blieben. Das ist jedoch wenig wahrscheinlich, ebenso wie die Annahme, daß 
das ZnCl, nur mit dem restlichen neutralen oder zwitterionischen Eiweiß- 
anteil in Reaktion tritt. Es würde sich also eine mehr oder minder große 
Überkorrektur ergeben. Andererseits wird man auch nicht voraussetzen 
dürfen, daß die Reaktion mit dem ZnCl, die ursprünglichen Ionisations- 
verhältnisse, auf denen die Eigenleitfähigkeit des Albumins beruht, so 
restlos aufhebt, daß diese nicht wenigstens zu einem Bruchteil in Betracht 
kämen. Es ist somit zu erwarten, daß die Endleitfähigkeit der Kombination 
ze + Alb. einer schwächeren Salzbildung entspricht als (Kzacı, + Kab.) 
—KZnCi; + Alb. und einer stärkeren Salzbindung als der Differenz Kzacı, 
— KZaCl, + Alb. 

Für größere Salzkonzentrationen macht die Überkorrektur im ersten 
Falle wenig Unterschied, sie könnte aber in niedrigeren Salzkonzentrationen 
merklich werden. Wir haben unter diesen Umständen für die Leitfähigkeit 
der Eiweißsalzgemische sowohl korrigierte als auch unkorrigierte — nur den 
Unterschied der Leitfähigkeit gegen das reine Salz berücksichtigende — 
Werte berechnet und beide Fälle verglichen. Viele wichtige Gesetzmäßig- 
keiten treten an den korrigierten wie den unkorrigierten Reihen deutlich 
hervor. Zur Korrigierung der Leitfähigkeit wurde bei 0,8proz. Albumin 
der Wert 1,73. 10-5, beim 1,086proz. Albumin 2,2. 10-5 abgezogen. Gegen 
die unkorrigierten Werte spricht wohl das vollständige abnormale, allen 
Erfahrungen widersprechende Verhalten derselben, daß dann bei gleichem 
Eiweißgehalt aus niedrigeren Salzkonzentrationen eine geringere relative 
Ionenbindung stattfinden würde, als aus mittleren, wobei die Bindung 
durch ein Maximum geht. Hingegen zeigen die korrigierten Werte das zu 
erwartende Ergebnis, nämlich relative Mehrbindung aus niedrigeren Salz- 
konzentrationen. Ferner darf man nach dem Massenwirkungsgesetz er- 
warten, daß in niedrigeren Salzkonzentrationen das Gleichgewicht der 
Molekülarten des Eiweißes weniger ge- 
ändert wird, als in hohen. Wahrscheinlich 
dürften also in höheren Salzkonzentrationen 
die (übrigens nicht stark abweichenden) un- 
korrigierten Werte bei der Berechnung der 
Leitfähigkeitsänderung in der Salzeiweiß- 
kombination besser die wahren Verhält- 
nisse zum Ausdruck bringen, in niedrigeren 
dagegen die Berücksichtigung der Bigenleit- 
fähigkeit des Albumins ein richtigeres Bild 
liefern. 


In bezug auf die Leitfähigkeits- 
abnahme des ZnCl, durch Eiweißzusatz, 
Sei Gs ihre relative Verminderung mit steigen- 

der Salzkonzentration und ihre Größen- 

ordnung besteht weitgehende Analogie mit Erfahrungen von Pauli und 
Matula (l. c.) an Proteinkombinationen mit AgNO,. Die absolute (I) 


vi K7 





Elektrolytfreie, wasserlösliche Proteine. III. 263 


und die prozentische (II) Leitfähigkeitsabnahme ist in Abb. 3 dargestellt. 
Weitere Schlußfolgerungen, als daß etwas über 2,42.10-?n Salz pro 
Gramm Eiweiß verschwinden müssen, um die Abnahme der Leit- 
fähigkeit zu erklären, lassen sich zunächst nicht ziehen, da, wie die 
folgenden Versuche zeigen, die Reaktion des Eiweißes mit dem Salz 
eine recht zusammengesetzte ist. 

H-Ionenmessung. Die H-Ionen wurden nicht weiter in Serien 
untersucht, da sie im Salz wie auch im Serum in der Größenordnung 10 
auftraten. Eine mit 19,35.10-°n ZnCl, und 1,086 Proz. Albumin 
unternommene potentiometrische Messung zeigte, daß die H-Ionen 
durch Eiweißzusatz anscheinend etwas erniedrigt werden gegenüber 
den H-Ionen des reinen Salzes. Da aber die Konzentration der letzteren 
5.10”°n nicht überschreitet, so tritt ihr Einfluß ganz zurück neben 
dem der Zn- und Cl-Ionen (in der Größenordnung 107? und 107? n). 


Cl-Ionenmessung. Das Verhalten der Cl-Ionen wurde sehr genau 
geprüft, wobei man sich möglichst an die Bedingungen der Messung 
im reinen Salz hielt. Es wurde gleichzeitig immer das reine Salz ge- 
messen. Die Werte wurden gut reproduzierbar gefunden, auch sind 
sie alle Mittel von Serienmessungen. Die Cl-Ionen, die man im reinen 
Albumin findet, rühren, wie schon Pauls und Oryng ausführen, von der 
Bildung einer komplexen Mercurosalzalbuminverbindung aus dem 
Kalomel der Elektrode her. Unter Berücksichtigung dieser Verhältnisse 
müßte man eine entsprechende Korrektur anbringen. Da jedoch das 
ZnCl, in einer ganz anderen (100- bis 
1000mal höheren) Größenordnung vor- 
liegt als das gelöste Kalomel, haben wir 
es vorgezogen, die Korrektur zu unter- 
lassen!). Übrigens weisen die Resul- 
tate, ob man korrigiert oder nicht, 
in die gleiche Richtung. In der vor- 
letzten Rubrik der Tabelle erscheint 
das gebundene Cl. Dieses wurde be- 
rechnet, indem man die Cl-Ionen in 
der Kombination (CT) von den Cl-Ionen 
im reinen Salz (C!) abzog und unter 
der Annahme, daß sich in beiden Fällen 
der Aktivitätsgrad nicht wesentlich NDD: 
verändert habe, durch den Aktivitätsgrad des reinen Salzes dividierte. 
Die letzte Rubrik enthält das gebundene Cl in Prozenten der Norma- 
lität des Salzes. Die Ergebnisse sind in Abb. 4 (I und II) dargestellt. 





1) Nähere Untersuchungen dieser Verhältnisse von Pauli und Modern, 
die in dieser Reihe erscheinen, sprechen ganz in diesem Sinne. 


18* 
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l 
nn Proz. > NE RE 
58,05 .10-3: 08  |43,7 .10-3 41,2 „10-3: 3,32. 10-3 5,7 
14,51 .10-3| 08 1124 .10-3 108 .10-3| 1,87.10-3| 129 
38,7 wl 1,086 206 103, 291 .10-3|, 3,15.10-3 8,17 
19,35 .10-3 | 1,086 |16,2 .10-3, 14,2 .10-3 | 2,39.10-3 12,44 
9,675.10-3 | 1,086 | 8,4 .10-3 Bue) 1,49.10-3 153 
4,84 .10-3 | 1,086 | 4,44.10-3| 3,68.10-3|| 8,28.10-4 17,12 








Die Versuche zeigen folgendes: 


l. Bei gleichem Albumingehalt nimmt mit abnehmender Salz- 
konzentration die gebundene OCL Menge absolut ab, aber relativ wird 
sie größer, die Bindung des Cl in den niederen Konzentrationen betrifft 
einen größeren Bruchteil der Gesamtchlormenge. Die Bindung strebt 
zugleich einem Maximum zu, das, wie Abb.4 (I) zeigt, für 1 Proz. 
Albumin in 0,058n ZnCl, nahezu erreicht ist. Graphisch bestimmt 
sich dieses Maximum pro Gramm Albumin mit etwa 3,7.10-*n Cl. 
Dies ist weniger, als Oryng und Pauli für das Bindungsmaximum in 
KCI finden, das sie zu 5. 10”*n berechnen, aber jedenfalls ist es in 
dieser Größenordnung und weicht durchaus von den von Pauli und 
Flecker gefundenen Werten in Fe, Cr und UO,-Salzlösungen ab, die 
infolge der Bildung höherer Komplexsalze bei 16 . 10° n liegen. Wenn 
beim ZnCl, etwas mehr Cl frei bleibt als beim KCI, so ist wieder zu 
bedenken, daß hier zugleich ein zweiwertiges Metallion mit dem Eiweiß 
in Reaktion tritt, was nach verschiedenen Erfahrungen ein Übergewicht 
der Metallionenbindung bewirken kann. Schon diese Größenordnung 
der Ionenbindung spricht dafür, daß das Zn-Salz ähnlich wie Ag- und 
Alkalisalz mit dem Albumin reagieren wird und nicht nach dem Typus 
der Fe-, Cr-, UO,- usw. Salze. Andere Anhaltspunkte dafür werden 
sich noch später, namentlich bei den Flockungen, zeigen. Die Messung 
der Cl-Ionen zeigt ferner an, daß von denselben allein nahezu doppelt 
so viel gebunden werden als von der Leitfähigkeitsmessung angezeigt 
wird, ein wichtiger Hinweis auf die, wie wir noch sehen werden, ander- 
weitig nahegelegte Möglichkeit, daß von dem gebundenen Ionenmaterial 
ein beträchtlicher Anteil in anderer Form an der Stromleitung teilnimmt. 


2. Bei gleicher Salzmenge nimmt mit steigendem Eiweißgehalt die 
Cl-Bindung absolut zu, aber nicht proportional der Steigerung des 
Albumingehalts, sondern sie bleibt in den weniger konzentrierten 
Lösungen beträchtlich gegen den linearen Anstieg zurück. 

Beweglichkeit komp.  Bechnet man unter der Annahme, daß den 
aktiven Cl-Ionen ebensoviel positive Ionen entsprechen und diese beiden 
allein die Leitfähigkeit tragen, die Äquivalentbeweglichkeit des positiven 


\ 
i 
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Anteils in der Art aus, wie dies bei dem reinen Salz für uz, geschehen 
ist, so erhält man die folgenden Werte: 


Tabelle X. (Abb. 5.) 


wa; = = eg EE See Sg Pe Ge See 


ukomb | Restleitfäbigkeit (x — g I) 
PENN | absolut Proz. 
ren Ener: NND ARSTER ER E 











59,10 3,75.10-4 6,8 
65,81 1,71. 10-4 11,4 
59,25 | 26 .10-4 6,8 
63,39 1,9 .10-4 9,5 
68,26 | 1,3 .10-4 12,8 
65,93 5,7 .10-5 11,2 


Die Tabelle X, besser noch die Kurve, zeigen einen mit ab- 
nehmendem Salzzusatz sich leicht erhebenden Verlauf von Ach, der 
bei einer gewissen Konzentration jäh ansteigt und dann wieder abfällt. 
Dieser Anstieg zwischen 2.107? und 
8.10~?n ZnCl, ist um so bemerkens- 
werter, als er, wie die späteren Ver- 
` suche zeigen, mit einer Zone von 
Hemmung der Hitzekoagulation des 
Albumins zusammenfällt. Von Bedeu- 
tung sind hier die hohen Werte der 
scheinbaren Beweglichkeit get, Da 
man nicht annehmen kann, daß ein 
positiv geladenes Zn-Eiweißion eine 
größere Beweglichkeit hat als das reine 
Zn-Ion, das keinen Eiweißkomplex mit zu bewegen braucht, so dürfte 
es sich hier um eine Ionenneubildung als Ursache der erhöhten Leit- 
fähigkeit handeln, auf die noch zurückzukommen sein wird. 

Um zu einer Schätzung jenes Leitfähigkeitsanteils zu gelangen, 
der auf dieser Ionenvermehrung beruhen müßte, kann man in der 
folgenden Weise vorgehen. Das den gemessenen Cl-Ionen entsprechende 
positive Ion könnte höchstens die Beweglichkeit des Zn-Ions (55r. Q), 
wahrscheinlicher eine niedrigere haben. Setzen wir dieselbe mit 50r. Q 
an, so ergibt dies eine Leitfähigkeit KIT die, wie sich zeigte, unter 
dem gefundenen Leitfähigkeitsanteil KT liegt, und K" — K™ würde 
uns dann den Leitfähigkeitsanteil anzeigen, welcher auf jene Ionen 
zurückgeht, die nicht einem Chlorid entstammen. Dieser Rest bildet 
selbst unter der Voraussetzung der eher zu hohen Beweglichkeit 50 
für das positive Zn-Albuminion einen nicht unerheblichen Bruchteil 
der Gesamtleitfähigkeit (!) der Salzeiweißkombination, welcher im unter- 
suchten Konzentrationsbereich 6 bis 12 Proz. derselben ausmacht 
(Tabelle X). 
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Zur Bestimmung der Ladung des Eiweißes wurden in den ver- 
schiedenen Konzentrationen Überführungsversuche mit dem Pauli- 
Landsteinerschen Apparat gemacht. Der Apparat selbst ist schon 
in früheren Arbeiten eingehend beschrieben worden. In den unteren 
Teil wurde die zu untersuchende Lösung gefüllt und mit einer KCl- 
Lösung von gleicher oder etwas geringerer Leitfähigkeit überschichtet. 
Besondere Sorgfalt mußte beim Öffnen der Hähne angewendet werden, 
da das Albumin leicht kleinste Toluoltröpfehen aufsteigen läßt, die 
etwas Lösung mitreißen können. Die Spannung betrug 35 bis 50 Volt, 
die Versuchsdauer LG bis 1 Stunde, je nach der Leitfähigkeit der Unter- 
suchungslösung. Nach Beendigung des Versuchs wurden je 2 ccm 
Lösung herausgenommen und durch Versetzen mit Sulfosalicylsäure 
auf ihren Albumingehalt geprüft. Man fand eine im Vergleich zu Säure- 
oder Alkalialbumin viel schwächere Wanderung, die bei der Konzen- 
tration ZnCl, = 19,35 . 10—°n ihr Minimum erreicht und dann wieder 
etwas zunimmt. In allen Konzentrationen fanden wir kathodische 
Überführung, aber mit fallender Salzkonzentration zeigte sich auch an 
der Anode etwas Eiweiß, also merkliche anodische Wanderung. Bei 
etwas stärkerem Strom und längerer Dauer der Überführung konnte 
stets auf beiden Seiten Eiweiß gefunden werden. Das Eiweiß ist somit 
im allgemeinen überwiegend positiv aufgeladen, doch ist stets auch 
eine merkliche Menge negativen Eiweißes vorhanden. Letzteres wächst 
verhältnismäßig gegen niedere Salzkonzentrationen, während der 
positiv geladene Teil relativ abnimmt. 


Berechnet man, vom Maximum der Cl-Bindung (lg Albumin 
bindet 3,7 . 1074n Cl) ausgehend, unter der Annahme, daß ein Molekül 
ZnCl, mit einem Molekül Albumin reagiert, das Molekulargewicht des 
Albumins, so gelangt man zu dem wohl zu niedrigen Wert 5345. Es 
dürften also mehrere Salzmoleküle auf eine Eiweißmolekel oder einen 
selbständigen Eiweißkomplex entfallen, wie dies schon in früheren 
Untersuchungen an Alkali- und Silbersalz angenommen worden ist 
(Pauli und Mitarbeiter, ].c.). 


Flockungen. Das Serumalbumin zeigte bei Zimmertemperatur erst 
in verhältnismäßig hohen Konzentrationen der zugesetzten ZnCl,-Lösung 
eine Fällung. Unterhalb dieser Grenze findet bei Zimmertemperatur keine 
Flockung mehr statt. Es tritt also beim Zinkchlorid nur eine einzige Fällungs- 
zone auf, sowie bei gewissen Alkali- und auch Silbersalzen. Diese Flockung 
ist ebenso wie die Alkoholfällung, zum Unterschied von der Hitzegerinnung. 
mit der Verdünnung reversibel. Untersucht man die Veränderungen, die 
das Zn-Salzalbumin in der Hitze erfährt, dann findet sich eine Zone be- 
trächtlich niedrigerer Salzkonzentration, in welcher Hemmung der Hitze- 
koagulation eintritt. Tabelle XI gibt Flockungsversuche an 0,8proz. Ser- 
albumin wieder. n bedeutet die Endnormalität des Salzes. 
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Tabelle XI. $ 
n | Zimmertemperatur | In der Hitze es 1. Trübungspunkt 
5 feine Flockung — — 
1 abges. Flockung — — 
0,5 | Opaleszenz voluminöse Flockg. — 
0,1 | klar — 38° 
58 .10-3 | Š abges. Flockung 41° 
11,6.10-3 | 5 klar — 
58 .10-4 , S | _ 
11,6.10-4 2 abges. Flockung 40° 
58 .10-5 ` a e j 45° 
11,6. 10-5 e S = 62° 
58 .10-6 a S 63° 
11,6. 10-6 5 4 S | 54° 
58 .10-7 8 Sr ` 55° 


Mit abnehmender Salzkonzentration zeigt sich also eine Verschiebung 
des ersten Trübungspunktes nach oben, schließlich sogar über den des 
reinen Seralbumins; denn dieses koaguliert bei 51°. Interessant war aber 
vor allem das Gebiet zwischen 58. 10—3 und 11,6 . 10-3 n wegen des völligen 
Ausbleibens der Hitzekoagulation, und es wurde daher einer genauen 
Prüfung unterzogen. In den folgenden Versuchen (Tabelle XII) wurden 
die dort verzeichneten Lösungen 15 Minuten auf 98° erhitzt. 


Tabelle XII. | 
Hitzeflockung bei 0,8proz. Seralbumin. 


n WW Hitzeflockung n | Hitzeflockung 











58.10-3 abges. Flockung 17 . 10—3 | klar 
52.10-3 kräftige Trübung 58.10-4 j 

46. 10-3 leichte Trübung 46. 10—4 S 

35 .10-3 Opaleszenz 35.10-4 

29 . 10—3 klar 23.10-4 abges. Flockung 
23 . 10—3 5 12.10-4 a S 


Es tritt also zwischen 29. 10-3 und 3,5.10-3n ZnCl, für 0,8 proz. 
Albumin eine Hemmung der Hitzekoagulation auf. In diesem Gebiet 
fanden wir auch einen Anstieg des berechneten Beweglichkeitsrestes u und 
eine auffallend schwache positive, neben merklicher negativer Wanderung 


im Überführungsapparat. 


Um sich zu überzeugen, ob diese Hemmung der Hitzekoagulation auch 
in anderen Eiweißkonzentrationen stattfindet, mußte anderes Albumin 
verwendet werden, da das bisher untersuchte einen zu geringen Trocken- 
gehalt hatte. Es wurde daher ein erst kürzlich im Institut elektrodialysiertes 
Serum von 7 Proz. Trockengehalt und einer spezifischen Leitfähigkeit 
2,8. 10-4 an der Luft verwendet. Verschiedene Verdünnungen dieses 
Serums geben folgende Resultate: 
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Tabelle XIII. 
Flockung bei Zimmertemperatur. 














= a See 
1,125 | abges. Flockung | starke Flockung 
1,01 | mn » n n nm n 

0,9 n n n mn nm za 

0,79 eo a S e WG g 

0,67 1 n n n n | n bi 

0,56 i schwach. Flockung e e 2 : 

0,45 | S = abges. Floc | S = 

0,34 n n o n i n 7 

0,23 zarte Flockung > 3 ‚, abges. Flockung 
0,11 klar | klar schwache Flockung 
0,10 | 3 | à WE 
0,09 P St | Trübung 

0,08 Ä = $ klar 

0,07 | ” n | C 


Die obere Flockungszone ist bei diesem Seralbumin an der gleichen 
Stelle wie beim früher verwendeten und verschiebt sich erst bei Verdünnung 
auf das Vierfache etwas nach abwärts, von 0,1 n für das 1,75- bis 0,88 proz. 
Albumin auf 0,08n für 0,44proz. Albumin. 

Eine Untersuchung der Hitzekoagulation und Bestimmung der ersten 
Trübung in denselben Eiweißkonzentrationen ergab nachstehendes Resultat: 


Tabelle XIV. 
Hitzeflockung. 











1,75 proz. Seralbumin 

















n | 1. Trübungs- ' 1. Trübungss .Trübun 
| ner] Erg a 
0,1125 | Flockung , 35° | Flockung 38 — — = 
0,09 ; S Aën ) | 42 er = 
0,067 j 49° S 67° . Flockung Ss 
0,045 4 über80° schw. Trübung 80° ` 5 56° 
0,0116 kar , IT Har = klar — 


58. 10— 4 starke Trübung 44° | Trübung 70° schw. Trübung, 40° 
11,6. 10— 4 Trübg.u.Flockg. 450° 'abges. Flockg. 40° ` ` schw. Flockg. ! 43? 





58.10-5 „ o 48° „ 3 an a , Aa 
11,6. 10—5, abges.Flockg.| Aën |) Sc Ser 45? 
58.10-6 „ we gor "7. „ıı — . 1499 
11,6.10-6 „ i 50° S € = ; 4 50° 
58.10-7| „ „ | 50,50 | 4 = ý n 51° 
0 a a TI 5L ` = 530  labges. Flockg. 52° 


In allen drei Konzentrationen zeigt sich also ein Ansteigen des ersten 
Trübungspunktes bis zur Salznormalität 11,6. 10-3, in welcher überall 
Hemmung der Hitzekoagulation auftritt. Knapp darunter fällt der erste 
Trübungspunkt selbst bis auf 40° und steigt von da ab allmählich bis zu dem 
für reines Albumin bestimmten Wert. Unterhalb 0,05 n übt also ZnCl, auf 
das Albumin eine koagulationshemmende Wirkung aus, die ihr Maximum 
bei 11,6. 10-3 erreicht und von da ab wieder schwächer wird, oberhalb 
0,05 n begünstigt ZnCl, die Koagulation von Albumin. 
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Es handelte sich weiter darum, genaueren Einblick in das Verhalten 
des Gemisches in der Gegend der Salzkonzentration 11,6. 10-3 zu gewinnen. 
Zu dem Zwecke wurde eine Reihe untersucht, die dieses Gebiet besser erfaßt. 














Tabelle XV. 
Hitzeflockung. 

n | 1,75proz. Seralbumin | 0,88proz. Seralbumin 0,44proz. Seralbumin ` 
58.10-3 | trüb ' trüb | Opaleszenz 
52.10-3 y ` Opaleszenz | bs 
46 . 10-3 | n | n | nm 
41.10-3 | Opaleszenz i | > 
35.10-3 S a klar 
29. 10-3 = S S 
23.10-3 b klar | S 
17.10-3 | klar = e 
12.10-3 ' leszenz | S A 

6.10-3 | lockung | trüb Opaleszenz 


Das Gebiet der Koagulationshemmung breitet sich also mit Verdünnung 
des Seralbumins aus. Es gilt folgende Zonenbildung dieser Hemmung: 
Für 1,75proz. Seralbumin 12 bis 23. 10—3 n, für 0,88proz. 6 bis 29. 10-3n 
und für 0,44proz. 6 bis 41. 10-3n ZnC]l,. Im Konzentrationsbereich 
der Tabelle XV wurde auch die Alkoholflockung untersucht. Die Empfind- 
lichkeit gegen Alkohol war sehr groß, größer als die des reinen Albumins. 
Man erhielt mit 30proz. Alkohol noch in allen Fällen Flockung. Erst mit 
4proz. Alkohol gelang es, eine für den Vergleich genügend zarte Flockung 
zu erzielen. Hier zeigte sich bei 17. 10-3 ein Minimum der Flockung. 

Es wurden schließlich auch noch mit diesem Albumin in den Lösungen 
n = 58.10-3, 17.10-3 und 58.10-4 Überführungen vorgenommen. 
Man fand bei 50 Volt Spannung und 1, Stunde Stromdurchgang das Eiweiß 
an der Kathode, in der mittleren Konzentration war aber nur sehr wenig 
einsinnig wanderndes Eiweiß nachzuweisen. 


IV. Physikalisch-chemische Untersuchung von ZnCl, und Glutin. 


Herstellung. Als Ausgangsmaterial wurde Gelatine (Marke Kupfer) 
verwendet. Anfänglich wurde sie gegen destillierendes Wasser dialysiert, 
wobei sie mit Chloroform unter- und Teluol überschichtet war. In den ersten 
Tagen wurde das Wasser täglich zweimal gewechselt, später nur einmal. 
Nach 10 Tagen wurde die Gelatine abfiltriert, geschmolzen und bei 440 Volt 
elektrodialysiert.e. Nach 3 Tagen war die spezifische Leitfähigkeit auf 
1,1. 10-5n O. gesunken. Nach Entfernung aus dem Apparat stieg sie wieder 
auf 3,8. 10-5, welchen Wert sie konstant behielt. Die Messung der Chlor- 
ionen in der Gelatine ergab 2,81. 10— 4, ihr Trockengehalt war 4,68 Proz. 


Messung der Leitfähigkeit. Das Glutin war beschwerlicher zu hand- 
haben, weil die Stammlösung stets vorsichtig verflüssigt werden mußte, 
um eine Verdünnung herzustellen und die ganz konzentrierten Kom- 
binationen gleichfalls recht zähflüssig waren. Es wurden zwei Reihen 
hergestellt, eine mit 2,34proz., die andere mit 1,56proz. Gelatine. 
Auch hier zeigte sich zeitliche Konstanz der Leitfähigkeit. So gab 
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eine Lösung n = 38,67 . 10? ZnCl, und 2,34 Proz. Glutin Endkonzen- 
tration folgende Daten: 


Tabelle XVI. 





Für die Leitfähigkeit des Gemisches wurden in den verschiedenen 
Salzkonzentrationen die untenstehenden Werte gefunden: 

K! bedeutet die spezifische Leitfähigkeit im reinen Salz, KT die 
des Gemisches nach Abzug der spezifischen Leitfähigkeit des reinen 
Glutins, wobei für 2,34 proz. Glutin 2. 10-3, für 1,56 proz. 1,47. 107° 
abgezogen wurde. K! — K" bedeutet demnach die absolute Leitfähig- 
keitsabnahme. Die letzte Kolonne drückt dieselbe in Prozenten aus: 


Tabelle XVII. (Abb. 6.) 





Aus Tabelle XVII und Abb. 6 lassen sich folgende Schlüsse ziehen: 
1. Mit steigendem Salzgehalt nimmt bei gleichem Eiweißgehalt die 


xoro. 
d 





Abb.6. I Glutin 1,56 Proz. II Glutin 2,34 Proz. 


Leitfähigkeitsverminderung zu, aber sie wächst nicht linear, sondern 
strebt zu einem Maximum, das sich durch graphische Extrapolation 
für 1g Glutin entsprechend 1.10”*n gebundenem ZnCl, bestimmt. 

2. Bei gleichem Salzgehalt nimmt mit steigendem Eiweißgehalt 
die Leitfähigkeitsverminderung zu, aber weniger als der Proportionalität 
entspricht; doch bleibt das Maximum in der konzentrierteren Lösung 
weniger zurück als beim Seralbumin. Dieses Verhalten der Zn-Salz- 
kombination mit Glutin entspricht durchaus dem des Glutins gegen 
Alkali- und Silbersalz (Pauli und Matula, Lei 
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Chlorionenmessung. Auch die Cl-Ionenmessung wurde durch die 
leichte Erstarrbarkeit des Glutins erschwert, so daß es vor jeder Messung 
bis zur Zähflüssigkeit erwärmt werden mußte. In der Tabelle XVIII 
sind unter C! die potentiometrisch bestimmten Cl-Ionen des reinen 
Salzes, unter Of die des Salzglutingemisches angeführt, und zwar 
nur die unkorrigierten Werte. Es wurden wohl auch die korrigierten 
Werte für die Cl-Ionen (Abzug der Cl-Ionen im reinen Glutin) berechnet, 
gegen die sich dieselben Einwände wie beim Seralbumin erheben lassen, 
doch ergaben sie keine qualitativen Unterschiede gegen den Gang der 
unkorrigierten Zahlen. 


Tabelle XVIII. (Abb. 7.) 





Gebundenes Chlor E 








d | absolut | Proz. 
58,05 . 10-3 42,5 .10-4 7,32 
14,51 .10-3 21,1 .10—4| 145 
387 .10-3 278 .10-4| 7,19 
19,35 „10-3 17,9 .10-4| 9,26 
9,675 . 10-3 9,8 .10-4: 10,11 
4,84 „10-3 7,08.10-4 Lë 


Aus der Tabelle XVIII und Abb.7 läßt sich ersehen: 


l. Bei gleichem Eiweißgehalt nimmt mit steigendem Salzgehalt. 
das absolut gebundene O zu bis zu einem Maximum, das sich graphisch 
für 1g Glutin zu 2,4. 1074n ermitteln würde. Aus der Leitfähigkeits- 
verminderung würde sich nur eine 
Salzbindung von rund 1.10”*n 
ZnCl, pro Gramm Glutin ergeben. 
Die prozentische Bindung zeigt deut- 
lich die Abnahme bei steigendem 
Salzzusatz, und zwar ist diese Ab- 
nahme namentlich in den niedrigsten 
Konzentrationen groß. 

2. Beigleichem Salzgehalt nimmt 
mit steigendem Glutingehalt die Bin- 
dung zu, aber sie bleibt hinter der 
Proportionalität zurück. 

Beweglichkeit u in ZnCl,-Glutin. Berechnet man unter derselben 
Annahme wie beim Seralbumin den Beweglichkeitsrest des dem Cl Ion 
entsprechenden positiven Anteils unter Zugrundelegung der gemessenen 
Leitfähigkeit, so erhält man die Tabelle XIX, in der vz, die Beweglich- 
keit des Zn-Ions in der reinen Salzlösung, get, den Beweglichkeitsrest 
in der Kombination bedeutet. 
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Tabelle XIX. 





l Restleitfähigkeit 
il absolut ‚Proz. 








"46 „10-4 8,3 
14,51 . 10-3 1,23. 10-4 8,5 
38,7 .10-3 3,1 .10-4 7,9 
19,35 . 10-3 Lë .10-—4 7,5 
9,875. 10-3 ‚10 .10-4 9,6 
4,84 .10-3 5,15. 10-5 9,8 


Der Beweglichkeitsrest hat in allen untersuchten Konzentrationen 
einen höheren Wert als das Zn-Ion, aber er steigt anfangs nur sehr 
wenig mit sinkender Konzentration, bis er bei 9,675.10-°n einen 
plötzlichen Anstieg erfährt. Auch hier führt der hohe Wert des Beweg- 
lichkeitsrestes dazu, noch ein anderes Anion außer Cl anzunehmen. 
Ferner läßt sich noch ersehen, daß mit steigendem Glutingehalt die 
Beweglichkeit u,omp. wächst. 

Auch das Glutin wurde in allen Konzentrationen bezüglich seines 
Wanderungssinnes geprüft. Die Versuchsanordnung war dieselbe wie 
beim Seralbumin, aber es mußte eine stärkere Stromspannung ange- 
wendet werden. Sie betrug im Durchschnitt 100 Volt, die Zeit des 
Stromdurchgangs eine Stunde. Statt der Sulfosalicylsäure wurde als 
Reagens die Biuretreaktion angewendet. Es zeigte sich in allen Fällen 
die Wanderung schwach und stets kathodisch, nur in der konzen- 
triertesten Lösung wurde auch ein wenig Glutin an der Anode nach- 
gewiesen, was vielleicht mit der größeren Stromstärke zusammen- 
hängen kann. Flockungsversuche mit Glutin ergaben in keinem Falle 
ein positives Resultat. 

Rechnet man, vom gebundenen Cl ausgehend — für lg Glutin 
2,4.10-*n —, unter der Annahme, daß nur ein Molekül ZnC], eintritt, 
das Molekulargewicht des Glutins aus, so erhält man 8300. Es dürften 
also auch hier mehrere Salzmoleküle auf ein Eiweißmolekül entfallen. 

Im allgemeinen wirkt das Glutin ebenso wie Seralbumin, doch 
steht es bei gewichtsprozentischem Vergleich in seiner quantitativen 
Wirkung hinter dem Seralbumin zurück, sowohl in der Fähigkeit, 
das Cl zu binden, als auch in der Leitfähigkeitsverminderung. 


V. Physikalisch-chemische Untersuchung von ZnCl, und Ovalbumin. 


Herstellung. Das Eieralbumin wurde aus frischen Hühnereiern gewonnen. 
Nach Entfernung der Dotter wurde das Eiklar zu Schnee geschlagen, der 
Schaum mit etwas Toluol versetzt, der Schnee zusammenfallen gelassen 
und abfiltriert. Das Filtrat wurde zunächst im Faltendialysator gegen 
häufig gewechseltes, destilliertes Wasser dialysiert. Nach 6 Tagen betrug 
die Leitfähigkeit 2,56. 10-%, worauf zur Elektrodialyse bis zu 220 Volt 
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ansteigend übergegangen werden konnte. Dabei fiel noch der Globulinrest 
im Verein mit den Farbstoffen aus und die darüber stehende Flüssigkeit 
wurde wasserklar. Nach dreitägiger Elektrodialyse hatte man durch 
häufigen Wasserwechsel erreicht, daß eine Probe der Flüssigkeit eine Leit- 
fähigkeit K = 9,75. 10-6 aufwies. Nun wurde die Flüssigkeit dem 
Apparat entnommen, filtriert und sorgfältig aufbewahrt. Die Leitfähigkeit 
stieg auch hier wieder wie beim Serumalbumin und Glutin an bis auf 
3,24. 10-5. Im reinen Eiweiß ergeben sich an Chlorionen 3,57. 10-#n. 
Der Trockengehalt betrug 2,09 Proz. 

Messung der Leitfähigkeit. Auch hier wurden dieselben Verdün- 
nungen wie bei den anderen Eiweıßarten hergestellt, nur in der zweiten 
Serie, wo man eine Endkonzentration von 1,57 Proz. Eieralbumin 
verwenden wollte, gestattete die Stammlösung als konzentrierteste 
Lösung erst ZnCl, = 29.107ĉn zu verwenden. In dieser letzten Kon- 
zentration wurde auch die zeitliche Veränderung der Leitfähigkeit 
nachgeprüft. 

Tabelle XX. 


Käch | Kate | K nacb 2 Std. | K nach 6 Std. | x nach 8 Std. 
3,06 . 10 287.10-3 | 291.10-3 | 298.10-3 | 292.10-3 


Es zeigt sich hier also sofort nach dem Mischen ein starkes Ab- 
sinken der Leitfähigkeit, verglichen mit dem reinen Salz, die innerhalb 
2 Stunden etwas ansteigt und von da an ihren Wert behält. Das 
gleiche Verhalten ließ sich auch bei anderen Verdünnungen feststellen. 
Daß die Lösungen einen konstanten Wert behalten, ergibt sich auch 
schon aus der Reproduzierbarkeit der Leitfähigkeiten, die in allen 
Fällen nachgewiesen wurde. Die Leitfähigkeitsmessungen sind in der 
Tabelle XXI zusammengefaßt. 




















Tabelle XXI. 
a Ovalbumin gl xil | Leitfähigkeitsabnahme 
8 Proz. | | SI x] | Proz. 
29 .10-3 | 157 |306 .10-3| 2389.10-3 | 175.10-4 | 5,7 
14,5 .10-3 1,57 |161 .10-3| 1,52.10-3 | 95 .10-5 59 
va wa | 167 |841 .10-4, 776.10—4 | 65 .10-5 | 77 
38,7 .10 1,045 |4 .10-3| 3,83.10-3 | 1,68.10-4 | 4,2 
19,35 . 10 2,11 .10-3| 2,02.10-3 ! 8,87.10-5 | 4,24 





1,045 
9,68. 10 1,045 | 1,105.10-3| 1,05.10-3 : 5,17.10-5 | 4,68 
1,045 | 5,71 10-4 | 54 .10-4 || 3,05.10-5 | 5,46 


Die Rubriken von links nach rechts bedeuten dasselbe wie in 
Tabelle XVII beim Glutin. Zur Korrektur der spezifischen Leit- 
fähigkeit wurde für 1,57 Proz. Eieralbumin 2,5. 10°, für 1,045 Proz. 
1,77.107? abgezogen. Aus Tabelle XXI folgt: 
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l. Bei gleichem Eiweißgehalt nimmt mit steigendem Salzgehalt 
die Leitfähigkeitsverminderung zu, sie zeigt in den untersuchten Kon- 
zentrationen einen fast linearen Anstieg. 

2. Bei gleichem Salzgehalt nimmt mit steigendem Eiweißgehalt 
die spezifische Leitfähigkeitsverminderung zu, aber sie bleibt auch hier 
hinter der Proportionalität zurück. 

Die Leitfähigkeitsabnahme scheint also im untersuchten Konzen- 
trationsbereich des Salzes abweichend vom Serumalbumin und Glutin 
noch keinem Maximum zuzustreben. 

Chlorionenmessung. Sie wwden unter den gleichen Kautelen, 
wie beschrieben, gemessen und reproduziert. Danach ergab sich 
Tabelle XXII. 

Tabelle XXII. (Abb. 8). 





Gebundenes C! 








29 .10-3 1,57 | 23,5 .10—3 | 20,7 .10-3|| 346.10-3 | 11,9 
14,5 .10-3 | 1,57 |124 .10—3 | 11,6 .10-3 | 1,05.10—3 | 7,26 
72,6 .10-3 ' 1,57 6,44.10-3 | 6,12.10-3 | 3,6 .10-4 4,97 
387 .10-3 | 1,045 | 30,6 .10-3 284 .10-3| 2,78. 10-3 | 7,19 
19,35 . 10-3 | 1,045 | 16,2 .10-3| 15,5 .10-3 | 8,36. 10-4 4,3 
9,68.10-3 | 1,045 | 8,4 „10-3: 8,17.10-3|| 2,86.10-4 | 7 
484.10-3 | 1,045 ; 4,44.10-3: 4,42.10-3:| 0,22.10-4 | 0,85 


Die Rubriken von links nach rechts haben dieselbe Bedeutung 
wie in Tabelle XVIII beim Glutin. Es folgt daraus: 

l. Bei gleichem Eiweißgehalt nimmt mit steigendem Salzgehalt 
das gebundene Cl zu, aber so, daß es die Proportionalität überschreitet. 
Diese Erscheinung tritt bei Betrach- 
tung des prozentual gebundenen Cl 
sehr deutlich zutage; denn die Zahlen 
steigen im untersuchten Bereich in den 
konzentrierteren Lösungen an. Das 
Ovalbumin dürfte also mit dem ZnCl, 
anders reagieren als Seralbumin und 
Glutin. 

2. Bei gleichem Salzgehalt nimmt 
mit steigendem Eiweißgehalt das Cl 
zu, und zwar mehr, als der Proportiona- 
lität entspricht. 

Beweglichkeit üyomp. Berechnet man auch hier die Äquivalent- 
beweglichkeit, welche auf die positiven, den gemessenen Cl-Ionen ent- 
sprechenden Ionen entfiele, so gelangt man zur Tabelle XXIII, in der 
n die Normalität des Salzes, uz, die Beweglichkeit des reinen Zinkions 
und ukomb. die Größe des Beweglichkeitsrestes bedeuten. 


IZ LR 
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Abb. 8. I Ovalbumin 1,045 Proz. 
II Ovalbumin 1,57 „ 
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Tabelle XXIII. 





sa e — mange - — —— ln E DE EE u U 


e | Restleitfähigkeit 


Ovalbumin 
Ze sul Wen. 
29 .10-3 | Lë 
145 .10-3 | 1,57 
726.10-3 | Lë 
387 .10-3 | 1,045 
1935. 10—3 | 1.045 
968. 10—3 | 1.045 
484.10-3 | 1045 








Der Beweglichkeitsrest hat in den verdünnten Salzlösungen einen 
Wert, der nur wenig von dem Wert des Zn-Ions abweicht oder etwas 
unterhalb desselben liegt, in den salzreichen Lösungen hingegen, in 
denen eine große Cl-Aufnahme erfolgt, hat auch der Beweglichkeitsrest 
einen höheren Wert, den man nicht mehr auf das Zn-Ion, verbunden 
mit einem Eiweißkomplex, zurückführen kann. Man muß auch hier 
neben Cl noch andere negative Ionen annehmen. 

Die Überführungsversuche wurden bei 50 Volt Spannung und 
einer halben Stunde Stromdurchgang gemacht. Auch hier war die 
Wanderung schwach. Die mit Sulfosalicylsäure nachgewiesenen Mengen 
Ovalbumin waren sehr gering. Lief man den Strom länger einwirken, 
so fand man zwar eine stärkere Wanderung, aber sie war nicht mehr 
einsinnig. Während bei einer halben Stunde Überführungsdauer die 
Wanderung in allen Fällen anodisch war, wanderte bei längerer Dauer 
des Versuchs auch etwas Eiweiß zur Kathode. Der an der Kathode 
nachweisbare Eiweißanteil war aber im Vergleich zum anodisch wandern- 
den gering. 

Flockungen. Zu den Flockungen wurde lproz. Ovalbumin von 
der spezifischen Leitfähigkeit K = 2,78.10-° verwendet. Es zeigte 
sich, daß Eieralbumin auch in sehr hohen Salzkonzentrationen noch 
nicht geflockt wird. 1n ZnCl, bewirkt erst nach längerem Stehen mit 
0,5 proz. Ovalbumin eine Trübung. Die Flockung bei Zimmertemperatur 
ist reversibel, ebenso die Flockung mit Alkohol, irreversibel dagegen 
die Hitzekoagulation. Trotz genauester Untersuchung der letzteren 
konnte kein Bereich gefunden werden, in dem eine Hemmung der- 
selben bemerkbar wird. Von In bis 58.10-"n findet sie überall 
gleichmäßig statt. 

Zusammenfassend läßt sich also vom Eieralbumin + ZnCl, sagen, 
es unterscheidet sich prinzipiell vom Seralbumin und Glutin durch 
die Art seiner Cl-Bindung — diese steigt auch relativ mit Erhöhung 
der Salzkonzentration —, durch seine anodische Wanderung und 
dadurch, daß es bei Zimmertemperatur und Erhitzen nur eine 
Flockungszone aufweist. 
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VI. Überblick der Ergebnisse. 

Die ausgeführten Versuche sollen nun in ihren Hauptzügen be- 
trachtet werden. Sie sind an hochgereinigten wasserlöslichen Eiweiß- 
körpern, dem Ser- und Ovalbumin, sowie dem Glutin vorgenommen 
worden, die durch das angewendete Reinigungsverfahren mittels Leit- 
fähigkeits- und H-Ionenmessungen sich als frei von Alkali- oder Säure- 
protein erwiesen haben. Die Reaktion (Cu) liegt, wie dies in dieser 
Konzentration theoretisch zu erwarten ist (S. P. L. Sörensen), etwas 
unter der isoelektrischen. Das verwendete Salz — ZnCl, — gibt mit 
unseren Proteinen sowohl durch Verdünnung als auch durch Dialyse 
reversible Verbindungen, und zwar nicht nur mit Glutin, das ja auch 
z. B. mit AgNO, und anderen Schwermetallsalzen glatt reversibel 
reagiert, sondern auch mit den Albuminen. Die Verbindungen von 
ZnCl, mit den wasserlöslichen Proteinen müssen also den Protein- 
verbindungen mii Alkali- und Erdalkalisalzen an die Seite gestellt 
werden. 

Für die Beurteilung der Verhältnisse wollen wir nun die folgenden 
Erfahrungen zusammenbhalten: 

1. Die Leitfähigkeit der Kombination Salz und Eiweiß liegt aus- 
nahmslos unterhalb der des reinen Salzes. Es verschwinden also dabei 
Ionen, und zwar am meisten, auf das gleiche Gewicht bezogen, beim 
Seralbumin, am wenigsten beim Glutin ; dazwischen liegt das Ovalbumin. 

2. Rechnet man aus der Leitfähigkeitsabnahme unter Einsetzen 
der äquivalenten Ionenbeweglichkeiten uz, = 55, va = 75 die dieser 
Abnahme entsprechende Ionenverminderung, so bleibt dieselbe merklich 
hinter der tatsächlich nachgewiesenen Ionenbindung zurück. Die 
potentiometrisch ermittelte Abnahme der Cl-Ionen ist also größer als 
die aus der Leitfähigkeitsverminderung berechnete. Das wäre ver- 
ständlich, wenn ein Teil der gebundenen Salzionen zur Bildung neuer 
Ionen mit dem Eiweiß verwendet würde. 

3. Zur Entscheidung in dieser Frage wird die Bestimmung der 
Äquivalentbeweglichkeit in der Kombination ZnCl,-Protein komb. 
herangezogen, die dem am Zn-Salz genügend genau ermittelten uz, 
gegenübergestellt wird. 

Würde nämlich das Eiweiß mit dem Salz nur unter Bildung positiver 
Zn-Proteinionen reagieren, dann könnten in der Mischung lediglich 
Cl-Ionen als teils dem Zn-, teils dem Zn-Albuminion korrespondierende 
negative Ionen in Betracht kommen. Dividiert man also die Leit- 
fähigkeit nach Abzug des auf die Cl-Ionen entfallenden Anteils durch 
die potentiometrisch bestimmte Cl-Ionenaktivität, so müßte unter 
der eingangs erwähnten Annahme der so ermittelte u-Wert kleiner 
sein als der des unverbundenen Zn-Ions. In Wirklichkeit erwies er 
sich für jedes untersuchte Protein, zumindest in bestimmten Salzkonzen- 
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trationen, zum Teil erheblich größer. Diese Tatsache ist nur dadurch 
verständlich, daß neben den freien Cl-Ionen andere negative Ionen 
in der Proteinsalzmischung vorhanden sind, die den Leitfähigkeits- 
und damit den scheinbaren a. Wert erhöhen. Man kann aus dem Gange 
der u-Werte mit der Konzentration erkennen, wo die stärkste Ionen- 
neubildung entsprechend dem höchsten Anstieg der u-Werte erfolgt. 
Die Konzentration der neuen, aus Salz und Eiweiß gebildeten Ionen 
wächst mit der Konzentration des Proteins, wie allgemein festgestellt 
werden konnte. Da die vorhandenen freien Cl-Ionen zum Teil der 
Dissoziation des neben dem Eiweiß vorhandenen unverbundenen 
Salzes entstammen, so wird mit steigendem Salzzusatz infolge des 
Ansteigens der freien Zn-Ionen auch der in der angeführten Weise 
errechnete u-Wert, der ein Mittel darstellt, sich dem uz, anzunähern, 
ohne jedoch denselben ganz zu erreichen. Das ist auch beim Seralbumin 
und Glutin der Fall, beim Ovalbumin liegen hingegen besondere, noch 
näher zu erörternde Verhältnisse vor. 


4. Zu einer Schätzung der über eine Chloriddissoziation hinaus- 
gehenden Ionenneubildung kann man in der folgenden Weise gelangen. 
Man ordnet den gemessenen Cl-Ionen die gleiche Konzentration an 
positiven Ionen zu, die im besten Falle bei 25°C die Äquivalent- 
leitfähigkeit uz, = 55 des Zn-Ions, in Wirklichkeit eine etwas niedrigere, 
z. B. u = 50 haben werden. Berechnet man nun aus der Cl-Ionen- 
konzentration und dem Werte u + oc die Leitfähigkeit, so wird 
dieselbe im allgemeinen unter der tatsächlichen, in der Kombination 
gefundenen gelegen sein, und die Differenz mißt die neuentstandenen 
Salzproteinionen. Sie ist beträchtlich genug und kann z. B. für 1proz. 
Seralbumin 12 Proz. der Gesamtleitfähigkeit betragen, d. h. den größten 
Teil der das Protein enthaltenden Ionen überhaupt ausmachen. 


5. Wenigstens qualitativ in dem gleichen Sinne spricht die Prüfung 
des Wanderungssinnes in der Salzeiweißkombination. ` Seralbumin 
und Glutin, mit ZnCl, versetzt, wandern im Gegensatz zum unver- 
setzten reinen Albumin kathodisch, zeigen also mit ihrer Ladung das 
in das Eiweiß eintretende positive Zn-Ion an. Allein in den Zonen, 
die durch einen stärkeren Anstieg des u-Wertes charakterisiert sind, 
tritt die kathodische Wanderung merklich zurück und daneben eine 
anodische auf. 


6. Das starke Auftreten einer inneren, ‚„doppelsinnigen‘‘ Ionisation 
prägt sich auch beim Seralbumin in seinen Zustandsänderungen aus. 
Der Bereich starker Erhebung des u-Wertes in der Kombination fällt 
auch mit einer vollständigen Hemmung der Hitzekoagulation zusammen. 
Eine vorläufige Untersuchung ergab, daß ihr auch eine Hemmung der 
Alkoholfällung entsprechen dürfte. 
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7. Seralbumin und Glutin scheinen einander bis auf quantitative 
Unterschiede ähnlich in ihrem Verhalten gegen ZnCl, sowohl in bezug - 
auf die Leitfähigkeitsabnahme, als auch in ihrer Änderung des Wertes 
des Beweglichkeitsrestes u, als auch in bezug auf den Wanderungssinn. 

8) Dagegen zeigt das Ovalbumin ein vollständig eigenartiges Ver- 
halten in seinen Beziehungen zum ZnCl. 

a) Es wächst die Leitfähigkeitsabnahme auch in den höchsten 
untersuchten Konzentrationen des Salzes noch immer fort, ohne eine 
Tendenz zur Maximumbildung zu verraten. 

b) Es steigt das gebundene Cl in den höheren Salzkonzentrationen 
sehr stark an. 

c) Der ükomp.-Wert, welcher in niederen Konzentrationen eher 
unter der Beweglichkeit u des reinen Zn-Ions gelegen ist, wächst erst 
in höheren Salzkonzentrationen stark an. Während wir sonst in diesem 
Gebiet eine Vermehrung der freien Zn-Ionen voraussetzen dürfen, die 
den Wert ukomb. dem des Zn-Ions uz, zu nähern trachtet, müssen wir 
beim Ovalbumin gerade bei höherem Salzzusatz eine starke Vermehrung 
der kombinierten Salzproteinionen annehmen. 

d) Zum Unterschied von Seralbumin und Glutin ist die Wanderung 
des Ovalbumins bei kurzer Stromdauer überwiegend anodisch, und eine 
Hemmungszone der Hitzekoagulation fehlt in den untersuchten Kon- 
zentrationen gänzlich. 

Versuchen wir nun, zu einem wenigstens vorläufigen Bilde von 
der Konstitution der Verbindungen des Zinkchlorids mit den Proteinen 
zu gelangen, die — wie ausgeführt — dem Typus der einfachen, rever- 
siblen Salz-Eiweißverbindungen zugehören, so müssen wir zunächst 
die physikalisch-chemische Konstitution unserer hochgereinigten 
Proteinlösungen berücksichtigen. Aus früheren Beobachtungen (zweite 
Mitteilung dieser Reihe) läßt sich entnehmen, daß unsere reinsten, 
wasserlöslichen Proteine nur zu einem sehr geringen Teil — beim 
Seralbumin z. B. dürfte er wahrscheinlich nur etwa 0,5 Proz. der vor- 
handenen Eiweißmoleküle betragen — unter H-Ionenbildung ionisieren, 
also nach dem (vereinfachten) Schema in negative Proteinionen 
NH,.R.COO- und H+. Der Hauptanteil der Eiweißmoleküle — 
beim Seralbumin etwa 99,5 Proz. — ist wenigstens bei Ausschluß von 
CO, in einer nicht leitenden Form vorhanden. Es hat nun in jüngster 
Zeit N. Bjerrum!) in einer grundlegenden Arbeit gezeigt, daß die vor- 
handenen experimentellen Daten bei den Aminosäuren nur dann zu 
plausiblen Werten der Dissoziationskonstanten führen, wenn man ihrer 
Berechnung das Bestehen einer Zwitterionenform *NH,.R.COO- 
zugrunde legt. Nach seinen Darlegungen sind z. B. die aliphatischen 


I) Zeitschr. f. physikal. Chem. 104, 147, 1923. 
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Aminosäuren in undissoziiertem Zustand fast ausschließlich (zu mehr 
als 99,5 Proz.) als salzartige Zwitterionen t'NH, . R . COO- vorhanden, 
während in den aromatischen Aminosäuren sowohl Zwitterionen, als 
auch eigentliche Aminosäuremoleküle vorliegen. Wir möchten nun 
auf Grund verschiedener Erfahrungen die Ansicht vertreten, daß bei 
den hier untersuchten, wasserlöslichen Proteinen in ihrer reinsten Form 
die Zwitterionen den Hauptanteil oder wenigstens den für die Reaktion 
mit Elektrolyten in erster Linie maßgebenden Anteil der Gesamt- 
moleküle bilden, und wollen diese Ansicht probeweise den folgenden 
Konstitutionsbestrachtungen zugrunde legen. 

Die Reaktion von ZnCl, mit einem Zwitterion kann zunächst in 
der folgenden Weise stattfinden: 

+ 
2 (NBA R COOL ZnO, > E OGO R NH] cr- (D 


Diese Reaktion würde zur Bildung positiver Proteinionen führen, 
wobei der Vorgang nicht in der bisher gedachten Form als Substitution 
von H, sondern durch Neutralisation der freien, negativen Ladungen 
des Zwitterions (ZI) seitens des Zn erfolgt, so daß die positiven Ladungen 
des ZI übrigbleiben. Ein solcher Vorgang würde das beim Seralbumin 
und Glutin beobachtete Auftreten kathodischer Wanderung des Eiweißes 
durch den Salzzusatz bedingen. Er ist jedoch nicht der einzige. Die 
besprochene Steigerung der u-Werte zeigt an, daß in gewissen Kon- 
zentrationen auch eine Bildung von negativen, proteinhaltigen Ionen 
erfolgt sein muß, der ein Verschwinden freier Cl-Ionen entspricht. 
Es liegt nun am nächsten anzunehmen, daß das Anion mit der NH+- 
Gruppe des Zwitterions in ammoniumsalzartiger Form reagiert hat. 
Das würde folgende schematische Darstellung für die Reaktion beider 
Salzionen ergeben: 

+ 
4 [HNH,RCOO-]+ Zn Ch -> [2rCoconxa | S 
+2 [NH,C1.R.COO-] 


Bei dieser Reaktion müßten äquivalente Mengen positiver und 
negativer Proteinionen resultieren. 

Es ist zu erwarten, daß diese neuen Ionen eine geringere Beweglich- 
keit als die entsprechenden Salzionen haben, doch könnte diese Be- 
weglichkeitsabnahme eine stärkere Leitfähigkeitsverminderung des 
reinen Salzes durch den Eiweißzusatz nicht decken; wo eine solche 
vorliegt, dürfte noch eine andere Form der Anlagerung des Salzes an 
das Proteinmolekül vorliegen. Ein solcher Fall wäre z. B. gegeben, 
wenn ein Teil der Zwitterionen nicht je mit einem Salzion getrennt, 
wie in Gleichung (II), sondern zugleich mit beiden Salzionen reagieren 
würde. Doch ist dies nicht die einzige Möglichkeit. Mit Hilfe der 
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Zwitterionen wären in ähnlicher Weise wie bei Neutralsalzen nach 
der Ansicht Paulis auch die Reaktionen reinster Proteine mit Kohlen- 
säure und anderen Säuren!) im Gebiet von H-Konzentrationen zu 
verstehen, die, wie in unserem Falle, unterhalb, jedoch in der Nähe 
des isoelektrischen Punktes liegen. Das ergäbe: 


2 (*"NH,RCOO-) + H* + HCO > [HOOCRNH}#] + DNH, . HCO, 
.„RCOO-], 


somit die Grundlage für jene ‚‚bimolekulare Ionisation‘‘, die Wo. Pauli 
mit M. Adolf (l.c.) für reinste, wasserlösliche Proteine schon bei der 
Einwirkung der CO, der Luft wahrscheinlich gemacht haben. Es ist 
eine sekundäre Frage, ob und wieweit eine Umlagerung des obigen 
komplexen Ammoniumbicarbonations in die Carbaminatform statt- 
findet. 


Ein interessanter, vielleicht auch biologisch bedeutungsvoller 
Umstand ist der folgende. Nach dem Ausgeführten wären die ZI 
sowohl das Substrat für die Reaktion mit H,CO,, als auch mit einem 
Neutralsalz. Es würde also bei dem mit Kohlensäure mehr oder minder 
gesättigten Protein eine Verdrängung der H,CO, durch steigenden 
Salzzusatz erfolgen müssen. Vielleicht sind die Beobachtungen über 
eine zeitlich verlaufende Komponente der Salzreaktion mit unseren, 
mit der Kohlensäure der Luft gesättigten Proteinen, die sich in dem 
Gange der Leitfähigkeit während der ersten Stunden manifestiert, auf 
ähnliche Art zu verstehen. 


Sehr bemerkenswert erscheinen die Verhältnisse beim Ovalbumin. 
Die in niederen Salzkonzentrationen im Vergleich mit dem Seralbumin 
auffallend geringe Leitfähigkeitsverminderung des ZnCl,, die geringe 
CL Bindung. die erhalten bleibende anodische Überführung des Eiweißes 
zeigen, daß überhaupt zunächst wenig Salz mit dem Eiweiß reagiert 
und daß insbesondere eine Reaktion nach Gleichung (I) nicht merklich 
statthat. Erst in höheren Salzkonzentrationen erfolgt der Eintritt 
des Salzes unter vermehrter Cl-Bindung und starkem Anstieg des 
u-Wertes, also unter Ionenneubildung. Diese würde jedoch nicht mehr 
einen Überschuß an positiven, sondern gleichviel negative und positive 
proteinhaltige Ionen ergeben und somit keine Umkehr der Elektro- 
phorese des Eiweißes hervorbringen, wie dies auch der Versuch anzeigt. 


Dem glatt reversiblen Charakter der Zn-Salz-Eiweißverbindung 
entsprechend, wären hier Beziehungen zu den Beobachtungen bei 
Neutralsalz-Eiweißverbindungen zu erwarten. In der Tat konnte 


1) Es muß hier auf eine folgende Mitteilung von Paul? und Modern 
(Buenos-Aires) verwiesen werden. 
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auch bei diesen von Pauli und Oryng (l.c.), Pauli und Matula (l. c.) 
festgestellt werden, daß Anion und Kation in äquivalenten Mengen 
in Albumin und Glutin eintreten und daß dabei die anodische Über- 
führung keine Änderung erfährt. Diesem Verhalten entspricht es auch, 
daß M. Adolf und Wo. Pauli (l.c.) an reinsten Proteinen keine Änderung 
der H-Ionenkonzentration bei Alkalisalzzusatz beobachten konnten. 
Auch bei Zugabe von Alkalisalz zu wasserlöslichen Proteinen tritt 
eine Leitfähigkeitsabnahme auf, die nach allen Erfahrungen wegen 
gleichzeitiger Ionenneubildung hinter der potentiometrisch feststell- 
baren Ionenbindung aus dem Salz zurückbleibt. Alle diese Erfahrungen 
werden gleichfalls durch eine bimolekulare Ionisation einheitlich ver- 
ständlich, ebenso wie die hierher gehörige, von Pauli und Samec!) 
nachgewiesene Löslichkeitssteigerung schwer löslicher Salze, wie CaSO,, 
Ca(PO) und CaCO,, durch die Proteine, der eine große Di logische 
Bedeutung zukommt. Auf alle diese Fälle läßt sich die angenommene 
Reaktionsweise mit Hilfe von ZI in gleicher Weise wie beim Zn-Salz 
angeführt, übertragen, aber es sei ausdrücklich hervorgehoben, daß 
die bimolekulare Ionenbildung selbst durch die Beobachtungen an 
Salzen und, wie wir vorwegnehmen dürfen, auch an Säuren gut gestützt 
und ihre Annahme davon unabhängig ist, ob man diese Reaktionen 
an ZI oder neutralen Aminosäuremolekülen vor sich gehend denkt. 

Die wichtige Darstellung kristallisierter Verbindungen von Amino- 
säuren mit Neutralsalzen durch P. Pfeiffer (1912)2) hat keinen be- 
stimmenden oder auch nur anregenden Einfluß auf die Vorstellungen 
von den Beziehungen der Eiweißkörper zu Salzen mehr zu üben ver- 
mocht. Denn die Auffassung, daß es solche Proteinverbindungen auch 
mit den Alkalisalzen gibt, war schon lange vorher zum Durchbruch?) 
gelangt, und zwar durch direkte Untersuchungen an den Proteinen 
sowohl hinsichtlich der Beeinflussung ihrer Zustandsänderungen durch 
Salzanwesenheit, als auch anschließend durch potentiometrische Be- 
stimmung der gebundenen Salzmenge. 

Unter den diskutierbaren Möglichkeiten für die Aminosäure- 
Neutralsalzverbindungen glaubt P. Pfeiffer die Amphisalzformen 
Me.OCO.R.NH,X (X das Anion des Salzes Me X) ausschließen zu 
müssen, weil auf ein Salzäquivalent nicht nur ein, sondern mehrere 
Moleküle Aminosäure entfallen können und weil auch Additions- 
verbindungen mit den Anhydriden der Aminosäuren und mit dem 
Glykokoll-Kupfer,Cu(NH,CH,COO),, einem inneren Metallkomplexsalz, 


1) Diese Zeitschr. 17, 235 (1909). 

2) Org. Molekülv., l. c. 

3) Zusammenfassung und ältere Literatur bei Pauli und Oryng (l. c.). 
Pfeiffer führt in seinem Buche merkwürdigerweise hier nur eine Ansicht 
A. Kossels aus dem Jahre 1879 an. 
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existieren. Pfeiffer entscheidet sich daher für die Annahme von Molekül- 
verbindungen, in denen das Metallatom des Salzes koordinativ an den 
Carbonylsauerstoff der Aminosäure gebunden ist. Das würde also zu 
Verbindungen von der Art CILiL—C=COH,NH, führen. Da aber 
Er EN 

z. B. auch Verbindungen LiCl.2Gl.H,0O (Gl= Glykokoll) oder 
Ca J, . 4 Gl bekannt sind, so wird die Bindungsfähigkeit des einwertigen 
Metalls verdoppelt und selbst vervierfacht, um etwa die Verbindung 
KJ.4Gl.4H,O darzustellen. Der negative Rest könnte dabei am 
Metallatom (Anlagerung), ammoniumsalzartig am NH, (Amphisalz) 
oder in zweiter Sphäre als Außenion (Einlagerung) gebunden sein. 
In allen diesen Fällen wäre das Anion des Salzes in ionogener Bindung. 

Durch den Nachweis der bimolekularen Ionisation bei Proteinen 
in Verbindung mit Salzen oder Säuren ist nun eine analoge Möglichkeit 
bei Aminosäuren nahegelegt, deren Prüfung im Gange ist. In einem 
solchen Falle würde das Vorkommen von Kristallformen nach dem 
Typus Me XS . Gl, und Me X, Gl, selbstverständlich sein, ohne daß es 
einer Vermehrung der Valenzen am Metallatom bedarf. In der innigen 
Verknüpfung der Erfahrungen über die bimolekulare Ionisation mit 
den durch Bjerrum in den Vordergrund gerückten ZI, sowie in dem 
Versuch, mit Hilfe dieser auch gewisse Erfahrungen über Assoziation 
besser zu überblicken!), scheint uns ein Weg gegeben, der vielleicht 
aussichtsreicher und freier von ad hoc-Hypothesen ist als der von 
Pfeiffer begangene. Ältere und neuere Erfahrungen (Pauli und Mit- 
arbeiter) an gewissen anorganischen Kolloiden insbesondere mit 
Metallen als Zentralatom, die amphotere Oxyde zu bilden vermögen, 
lassen die Möglichkeit zu, daß hier große Ähnlichkeiten mit den an 
organischen Ampholyten beobachteten Reaktionsformen bestehen. 

Konstitutionsverschiedenneiten der Aminosäuren kommen nicht 
nur in den Dissoziationskonstanten, sondern wohl auch in der ver- 
schiedenen Relation der Neutralformen ihrer Moleküle zum Ausdruck, 
wie dies schon Bjerrum in hohem Maße wahrscheinlich gemacht hat. 
Solche Verschiedenheiten dürften auch starke Abstufungen in der 
Reaktion mit Salzen (oder auch Säuren) mit sich bringen, die im Ver- 
hältnis der dabei auftretenden einfachen und bimolekularen Ionisation 
in Erscheinung treten werden. Von diesem Gesichtspunkt müssen 
wohl auch die starken Abweichungen im Verhalten von Ser- und Orv- 
albumin gegen ZnCl, betrachtet werden. 

Vollständig ablehnen müssen wir die Ansicht J. Loebs (l. c.), daB 
Eiweiß nur zu beiden Seiten des isoelektrischen Punktes mit Salzionen 


1) Es muß hier auf eine abschließende Zusammenfassung im Verlaufe 
dieser Versuchsreihe durch Pauli verwiesen werden. 
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reagiert, und zwar auf der alkalischen mit Metallionen, auf der sauren 
mit Anionen. Dies wird nicht nur durch den früher (von Pauli mit 
Oryng, Matula) erbrachten Nachweis der Bindung beider Ionen eines 
die Reaktion nicht ändernden Salzes durch ein und dasselbe Eiweiß, 
sondern auch durch unsere direkte Feststellung der Ionenbindung 
an sicher alkali- oder säureproteinfreien, reinsten Eiweißkörpern 
widerlegt. Auch Pfeiffers Darstellung von kristallisierten Neutralsalz- 
verbindungen mit reinen Aminosäuren wäre mit Loebs Anschauung 
nicht zu vereinen. Loeb gelangte zu derselben dadurch, daß erin — mit 
Silbersalz bei verschiedenem pe — behandelter und gewaschener 
Gelatine nur auf der alkalischen Seite des isoelektrischen Punktes 
Ag nachweisen konnte, während in mit Ferrocyankali versetzter und 
gewaschener Gelatine nur auf der sauren Seite Berlinerblaureaktion 
mit Eisen zu erzielen war. Loeb hat vollständig außer acht gelassen, 
daß es erstens überhaupt möglich ist, daß Glutin durch entsprechend 
gründliches Waschen (oder Dialyse) vollständig von Ag- oder Ferro- 
cyansalz zu befreien, ferner daß, wie längst bekannt, auf der sauren 
Seite die Reaktion mit irgend einem Schwermetallion durch die H-Ionen 
im allgemeinen aufgehrben wird und daß auf der alkalischen Seite 
zunächst das Alkaliion weggewaschen werden muß, während das 
leichter komplex reagierende Schwermetallion, welches weniger disso- 
ziierende Verbindungen mit dem negativen Proteinion gibt, schwerer 
entfernt wird. Das gleiche gilt für das höherwertige Ferrocyanion 
auf der sauren Seite, das sich schwerer durch Waschen entfernen läßt 
als etwa Cloder Acetation. Dazu kommt noch die Neigung der Schwer- 
metalle auf der alkalischen Seite zur Bildung — mit den negativen 
Proteinionen reaktionsfähiger — kolloideı Metallhydroxydkomplexe 
oder von Derivaten derselben, sowie auch umgekehrt der Ferrocyan- 
wasserstoff- oder ihr verwandter Säuren, die auf der sauren Seite ent- 
stehen und mit den positiven Proteinionen leicht reagierende, komplexe 
Säuren bilden. Versuche solcher Art, wie sie Loeb anstellte, können 
also weder einen ernsten Beweis für die fehlende Reaktionsfähigkeit 
eines von Alkali- oder Säureprotein freien Eiweißes mit Salzionen 
bilden, noch die positiven Befunde einer solchen Salzbindung über- 
haupt berühren. 

Die in unseren Untersuchungen verwendete Methode aus der 
Größenordnung von u-Werten, die sich einer Kombination potentio- 
metrischer und Leitfähigkeitsmessungen entnehmen lassen, auf cine 
eventuelle Ionenbildung zurückzuschließen, wurde zuerst mit Erfolg 
in einer Reihe von Arbeiten an anorganischen Kolloiden verwendet 
und von da auf die Prüfung der Eiweißsalzbeziehungen übertragen. 
Sie diente schon vor 3 Jahren bei der Untersuchung der Verbindungen 
von Proteinen mit AlCl}, die nun nach der Sicherstellung und Er- 
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weiterung der Befunde am ZnCl, in etwas abgekürzter Form zur Ver- 
öffentlichung gelangen. Versuche an anderen Salzen werden folgen. 

Infolge der mannigfachen Beziehungen der hier mitgeteilten Be- 
funde zu Beobachtungen mit Säuren, bei denen in gewissen Konzen- 
trationen die Sonderstellung der H-Ionen unter den Metallionen gegen- 
über dem Eiweiß stark zurücktritt, sowie infolge der neuen Be- 
leuchtung, welche die sogenannte isoelektrische Reaktion von Ampho- 
lyten durch sie erfährt, dürfte den Ergebnissen der Neutralsalzversuche 
an Proteinkörpern auch eine weitertragende Bedeutung zukommen. 


Tierische Kalorimetrie. 


IV. Mitteilung: 


Über die umsatzsteigernde Wirkung des abgebauten Eiweißes, 
nebst einigen Betrachtungen über die Berechnung von derlei Wirkungen. 


Von 
Joset Melly und Andreas v. Rötth. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der königl. ungar. Universität, 
Budapest.) 


(Eingegangen am 16. Oktober 1924.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Wie bekannt, gibt es über die umsatzsteigernde Wirkung der Nähr- 
stoffe verschiedene Ansichten. Nach der von Zuntz vertretenen Ansicht 
finden bereits während der der Verwertung vorangehenden Prozesse 
(Hydrolyse, Resorption usw.) Energieumwandlungen statt, und sollen 
es diese sein, die dem Grundumsatz gegenüber ein gewisses Plus an 
umgewandelter Energie bedeuten. Nach der anderen Ansicht, die 
zuerst von Rubner geäußert wurde, sind es gewisse, von den resorbierten 
Stoffen auf die Körperzellen ausgeübten Reize, durch die letztere zu 
erhöhter Tätigkeit angeregt werden. 

Nach den Untersuchungen von Graham Lusk!) scheint die Frage 
im Sinne Rubners entschieden zu sein, allerdings mit dem Unterschied, 
daß z. B. im Falle des Eiweißes nach Benedict?) und nach Lusk?) nicht 
dieses selbst es ist, das den Reiz ausübt, auch nicht die Aminosäuren, 
in die das Eiweißmolekül zerfällt, sondern gewisse Oxy- und Keto- 
säuren, die aus den desaminierten Aminosäuren hervorgehen, nach 
den Untersuchungen von Grafe*) aber NH, bzw. NH,, das aus dem 
Eiweiß abgespalten wurde. 

Nun könnte aber gegen die Beweiskraft der Luskschen Versuche, 
trotzdem er in einer seiner zahlreichen Versuchsreihen nicht bloß eine 
Aminosäure allein, sondern deren fünf gleichzeitig verabreichte, ein- 


1) Graham Lusk, Journ. of biol. Chem. 18, 155, 1912 bis 1913. 
2) F.G. Benedict, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 110, 154, 1913. 
3) Graham Lusk, Journ. of biol. Chem. 20, 555, 1915. 

4) E. Graie, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 118, 1, 1916. 
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gewendet werden, daß hier chemisch reine Stoffe verwendet wurden, 
und es dürfe aus ihrer Wirkungsweise nicht auf die des so komplexen 
Eiweißmoleküls gefolgert werden. Dieser Einwand läßt sich aber ent- 
kräften, wenn man an Stelle der isolierten reinen Aminosäuren Eiweiß 
bzw. Fleisch einführt, das durch vorangehende totale Hydrolyse in seine 
kleinsten Bausteine zersprengt tst. Ein solches Präparat ist das von 
den Farbwerken in Höchst gelieferte Erepton. Die mit Erepton er- 
haltenen Ergebnisse lassen einen Vergleich nach beiden Richtungen 
zu, denn man hat es mit einem Gemisch zu tun, das einerseits über- 
wiegend aus Aminosäuren besteht, andererseits aber alle Bestandteile 
des Fleisches, und zwar in nicht wesentlich verändertem Zustande, 
enthält. 

Solche Versuche haben wir Ende 1913 und Anfang 1914, als das 
Institut noch unter Leitung von weil. Prof. Tangl stand, in größerer Anzahl 
an 5 bis 8kg schweren Hunden ausgeführt. Da aber zu jener Zeit: das 
im Institut befindliche Rudbnersche Kalorimeter anderwärts in Anspruch 
genommen war und kein anderes zur Verfügung stand, wurde an den 
Tieren unter Verzicht auf die direkte Kalorimetrie bloß der Gaswechsel, 
und zwar nach der Zuntz-Geppertschen Methode bestimmt. 

Zu derlei Versuchen, in denen man den zeitlichen Verlauf der 
Änderung im Energieumsatz verfolgen will, eignet sich diese Methode 
ganz vorzüglich; denn der Gaswechsel läßt sich in stündlichen oder 
halbstündlichen Intervallen ohne weiteres recht genau bestimmen; 
während die direkte Kalorimetrie, wenn sie in stündlichen oder auch 
nur in zweistündlichen Perioden ausgeführt werden soll, einen sehr 
komplizierten technischen Apparat erheischt. Auch sind ihre Ergebnisse 
unter diesen Umständen mit recht erheblichen Fehlern belastet, die 
sich nur ausgleichen, wenn man das Ergebnis von vielen Stunden 
zusammenfaßt. 

Um die Muskelbewegungen des Tieres, die das Ergebnis in un- 
kontrollierbarer Weise beeinflussen können, auszuschließen, haben wir 
nach der von Tangl!) kurz vorher ausführlich beschriebenen Methode 
durch intravenöse Curareeinspritzung alle willkürlichen Bewegungen 
des Tieres unterdrückt. Da hierdurch auch die chemische Regulation 
der Körpertemperatur, soweit sie durch Verbrennungen in den will- 
kürlichen Muskeln besorgt wird, unterbunden ward, mußte das Tier, 
damit seine Körpertemperatur unverändert erhalten bleibe, für die 
Dauer des Versuchs in einem bei etwa 30°C gehaltenen Thermostaten 
untergebracht, und mußten, da auch die Atemmuskulatur durch das 
Curare gelähmt war, die Lungen mittels einer H. H. Meyerschen Pumpe 
künstlich ventiliert werden. 


1) Diese Zeitschr. 34, 1, 1911. 
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Der Exspirationsluft wurden in Intervallen von 20 bis 40 Minuten 
Proben entnommen, wobei die einzelnen Probenahmen gegen 9 bis 
15 Minuten dauerten. An jeder Luftprobe wurden CO,-Plus und 
O,-Defizit in je zwei Parallelanalysen bestimmt, und wurde jeder Versuch 
als mißlungen ausgemerzt, in dem der Unterschied zwischen zwei 
Parallelbestimmungen mehr als 0,10 Proz. betrug. 

An jedem Tiere wurde zunächst der normale Gaswechsel bestimmt, 
und erst, nachdem sich diesbezüglich eine hinlängliche Übereinstimmung 
in zwei bis drei Versuchen ergab, dem Tiere Erepton gegeben, und 
nun der Gaswechsel weiter geprüft. Wir hatten ursprünglich geplant, 
den ganzen 24stündigen Hungerbedarf der Tieres durch das verabreichte 
Erepton zu decken, und haben die hierzu nötige Menge wie folgt be- 
rechnet. Der durchschnittliche Energieumsatz eines bei der kritischen 
Umgebungstemperatur hungernden mittelgroßen Hundes beträgt etwa 
50 kg-Cal pro 24 Stunden, der Energiegehalt in 1 g unseres Erepton- 
präparats im Durchschnitt einer größeren Anzahl von Bestimmungen, 
die von uns ausgeführt wurden, 4,57 kg-Cal. Wir haben ferner voraus- 
gesetzt, daß der physiologische Nutzeffekt des Ereptons in demselben 
Verhältnis zu seinem Energiegehalt stehe, wie es diesbezüglich am 
Eiweiß der Fall ist, somit der physiologische Nutzeffekt des Ereptons 
4,1. 4,57 

5,65 


35 = 15,2 g Erepton pro 1 kg Körpergewicht gegeben werden müssen. 


In den ersten von uns angeführten Versuchen haben wir Erepton 
tatsächlich in den so berechneten Mengen, in körperwarmem Wasser 
aufgeschwemmt, durch eine Schlundsonde eingeflößt, die dem kurare- 
sierten Hunde vor Versuchsbeginn eingeführt worden war. Da es 
möglich, ja durchaus wahrscheinlich war, daß nicht alles eingegossene 
Erepton während der Versuchsdauer resorbiert würde, bei einer zahlen- 
mäßigen Bewertung seiner Wirkung aber nur die resorbierten Mengen 
in Betracht kommen können, mußten wir trachten, diesbezüglich in 
jedem Versuch Aufschluß zu erhalten, und gingen dabei wie folgt vor. 
Am Vorabend des Versuchs wurde der Dickdarm des Hundes durch 
wiederholte Irrigation mit körperwarmem Wasser möglichst rein ge- 
waschen, so, daß sein Darm am nächsten Morgen zu Beginn des Versuchs 
als leer angesehen werden konnte. Nach Abschluß der Respirations- 
versuche wurde im vereinigten Magen- und Darminhalt des obduzierten 
Tieres eine N-Bestimmung vorgenommen. Da uns der N-Gehalt des 
eingeflößten Ereptons bekannt war, konnte aus diesem Werte und dem 
N im Magen- und Darminhalt auch die Menge des resorbierten 
Ereptons — natürlich nicht genau, jedoch für unsere Zwecke in hin- 
reichender Annäherung — berechnet werden. 


, also abgerundet 3,3 kg-Cal beträgt; daher den Hunden 
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Bei der Beurteilung von Versuchsergebnissen, die man nach der 
Tangischen Curaremethode erhält, muß auf das Verhalten des Blut- 
drucks, der von uns in der Carotis mittels eines kelibrierten Hürthleschen 
Federmanometers gemessen wurde, sorgfältig geachtet werden. Durch 
vorsichtige Dosierung der Curarelösung, die man aus einer in die Vena 
jugularis eingebundenen Bürette 1,- bis l-ccm-weise einfließen läßt, 
gelingt es zwar in den ersten Stunden stets, den Blutdruck auf seiner 
ursprünglichen Höhe zu erhalten. Zieht sich jedoch ein Versuch viele 
Stunden lang hin, unterdessen in gewissen Zeitabständen immer wieder 
Curare gegeben werden muß, so kommt es nicht selten zu einer starken 
Senkung des Blutdrucks, gleichzeitig auch zu einer starken Abnahme 
des CO,-Plus und des O,-Defizits in der Exspirationsluft. Solche 
Ergebnisse können natürlich nicht verwendet werden. 

Infolge der reichen Erfahrungen, die unserem Institut diesbezüglich 
zur Verfügung stehen, kamen solche durch Curare verursachte starke 
Blutdrucksenkungen kaum vor, wohl aber aus einem anderen Grunde, 
und zwar in den ersten von uns mit Erepton ausgeführten Versuchen 
infolge zu großer Ereptondosen. [Auf die Giftigkeit von mit Pankreas 
tief abgebautem Fleisch wird auch von Berthelot!) hingewiesen. ] 

Wir haben insgesamt acht Versuchsreihen an je einem Hunde 
ausgeführt. Von unseren acht Versuchsreihen, deren Daten am Schluß 
des Textes mitgeteilt sind, müssen die ersten vier, in denen Erepton 
in den nach oben berechneten Mengen gegeben wurde, als mißlungen 
betrachtet werden, indem die Tiere noch vor dem beabsichtigten Ab- 
schluß der Versuche starben, und zwar in Versuchsreihe 1, 3 und 4, wie aus 
den Versuchsprotokollen zu ersehen ist, unter starkem Absinken des Blu! - 
drucks. In Versuchsreihe 1 war auch die Körpertemperatur in der Erepton- 
periode um 1°C höher als in der Vorperiode! (In Versuchsreihe 2 war die 
Blutdruckmessung mißlungen.) Als wir, um diese Erfahrung reicher, die 
Ereptonmenge an Tier V auf den vierten Teil der nach oben berechneten 
Menge reduzierten, war erst viele Stunden später eine Zunahme des 
Gaswechsels zu konstatieren, also hatten wir zu wenig gegeben. Erst 
in den drei letzten Versuchsreihen wußten wir genau, wieviel Erepton 
zu geben sei: die Hälfte der nach oben berechneten Menge. Diese 
Versuchsreihen, leider nur drei an der Zahl, sind in jeder Hinsicht 
gelungen. Trotzdem teilen wir am Schluß des Textes alle Daten, auch 
die der aus den oben angeführten Gründen mißlungenen Versuchs- 
reihen mit, hauptsächlich um zu zeigen, wie infolge der Giftwirkung 
gleichzeitig mit der Blutdrucksenkung auch der Gaswechsel abnimmt. 

Bei der nunmehr folgenden Besprechung unserer Versuchsergebnisse 
mußten die Ergebnisse der oben erwähnten fünf Versuchsreihen un- 


— oe. 


1) Referiert in Malys Jahresber. f. Tierchem. 44, 1131. 
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berücksichtigt bleiben, so daß wir es eigentlich nur mit Versuchs- 
reihen 6, 7 und 8 zu tun haben. Es muß jedoch auch bezüglich dieser 
Versuchsreihen bemerkt werden, daß Versuche am Ende einer Reihe, 
in denen der Blutdruck erheblich abgenommen hatte, nicht mit in 
Rechnung gezogen wurden. 


Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Der Umstand, daß in unseren Versuchen keine direkte Kalori- 
metrie ausgeführt wurde, ist ein Mangel, auf dessen Folgen und Be- 
deutung in der Mitteilung I!) der ‚Tierischen Kalorimetrie‘‘ hingewiesen 
wurde, und wird diesem Mangel dadurch nicht abgeholfen, wenn wir 
in jedem Versuch aus O,-Verbrauch und dem respiratorischen Quotienten 
die Wärmeproduktion berechnen. Diese Umrechnung haben wir an 
den Endergebnissen (s. weiter unten) vorgenommen, außerdem aber, 
um zu sehen, wie sich der Grundumsatz unserer Hunde im Vergleich 
zu anderen diesbezüglichen Angaben verhält, an jedem Tiere die für 
ÖO,-Verbrauch und respiratorische Quotienten in der Vorperiode er- 
haltenen Werte zu einem Mittelwert vereinigt, aus den O,-Werten mit 
Hilfe der Magnus-Levyschen Tabelle?) die Wärmeproduktion berechnet 
und auf 24 Stunden und 1 qm Körperoberfläche bezogen (Tabelle I). 




















Tabelle T. 
i i , = i WE | Wärmeproduktion 
Durchschnittlich 
Versuchsreihe Körpertemperatur RQ. ae 
) oC kg-Cal 
DE I. Bu = DN 
E | 38,8 | 0,815 | 1084 
ee ED | 38,7 | 0,763 | 1010 
De a ee Ä 38,5 0,776 1059 
Een | 38,7 0,680(?) | 880 (?) 
DE Sata aa 38,8 ‚716 910 
i eer Ka A 38,0 0,768 | 879 
Ran: | 38,7 | 0,865 Ä 955 
S ae 39,1 | 0,771 | 1071 


Wie aus Tabelle I ersichtlich, sind die an unseren Tieren erhaltenen 
Werte durchweg weit höher als z. B. die, die Lusk®) an seinen beiden 
Hunden, die bei 26 bis 27°C untersucht wurden, erhielt, nämlich 
759 kg-Cal an „Dog I“ und 784 kg-Cal an „Dog II“; aber zum Teil 
auch höher als die von Rubner erhaltenen Werte, die allerdings ihrer- 
seits ebenfalls höher sind als die Luskschen. So fand Rubner an einem 


1) Paul Häri, diese Zeitschr. 152, 145, 1924. 
2) v. Noordens Handb. d. Pathol. d. Stoffwechsels, 2. Aufl., 1, 207, 1906. 
3) Journ. of biol. Chem. 18, 31, 912 bis 913. 
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bei 33°C hungernden Hunde?) an vier einander folgenden Tagen 907, 
861, 820 und 813 kg-Cal; an einem anderen bei 30 bis 32° C hungernden 
Hunde?) an vier Tagen 918, 871, 819 und 818 kg-Cal, an einem dritten 
Tiere?) bei 30° C 932 kg-Cal. (Alle diese Werte sind von uns auf Grund 
der Rubnerschen Originaldaten berechnet.) 

Andererseits fanden sich aber unter den von Här:?) an 17 bei 
27,5 bis 29°C hungernden Hunden sechs solche, deren Energieumsatz 
ebenso hoch war wie der meiner Versuchstiere.. Seine nachstehenden 
Daten stellen den Mittelwert von je zwei Hungertagen dar. 


Versuchsreihe 2 . . ..... 1007 kg-Cal 
5 E A 1153 ,„ 
E A: u an 1041 „, 
u Be ee 1043 „ 
sg Bi i den Bee 1080 ,, 
3 | A E 999 , 


Daß diese Werte mit keinem erheblichen Fehler behaftet sein 
können, geht daraus hervor, daß in jedem Versuch auch die indirekte 
Kalorimetrie ausgeführt wurde, welch letztere in Versuchsreihe 2 um 
4 Proz. weniger, in Versuchsreihe 3 um 2 Proz. weniger, in Versuchs- 
reihe 4 um 0,6 Proz. weniger, in Versuchsreihe 5 um 2 Proz. mehr, 
in Versuchsreihe 6 um 6 Proz. weniger, in Versuchsreihe 12 um 3 Proz. 
mehr ergeben hatte. 

Angesichts der reichlichen Erfahrungen, die in diesem Institut 
im Laufe der Jahre über den Grundumsatz hungernder weißer Ratten 
gesammelt wurden, kann es als feststehend erachtet werden, daß der 
auf die Einheit der Körperoberfläche bezogene Nüchternwert an nahezu 
allen bisher untersuchten erwachsenen Exemplaren eine ziemliche 
Einförmigkeit aufweist. Da kann man sich also des Verdachtes nicht 
erwehren, daß sowohl die Rubnerschen, wie auch die angeführten 
Werte von Häri zu hoch ausgefallen sind. Und zwar kann man hier 
in erster Reihe vielleicht an die etwas zu hohe Umgebungstemperatur 
denken, wenn es auch im Plane jener Versuche gelegen war, sie bei 
der kritischen Umgebungstemperatur auszuführen. Nun besteht aber 
keinerlei Zweifel darüber, daß die kritische Temperaturgrenze für 
verschiedene Tiere auch derselben Gattung, sofern sie Abweichungen 
im Wuchs, in der Behaarung, im Fettpolster usw. aufweisen, eine recht 
verschiedene ist, und gerade am Hunde werden diesbezügliche Ver- 
schiedenheiten reichlich angetroffen. In jenen Versuchen wurde die 
kritische Temperaturgrenze, wie ja dies auch technisch kaum durch- 


1) Gesetze des Energieverbrauchs usw., S. 323. 
2) Eibendaselbst, S. 290. 

3) Ebendaselbst, S. 114. 

3) Diese Zeitschr. 66, 1, 1914. 
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führbar gewesen wäre, nicht für jedes einzelne Tier gesondert fest- 
gestellt, und so ist nichts leichter möglich, als daß bei einer Umgebungs- 
temperatur experimentiert wurde, die oberhalb jener Grenze lag, was 
dann selbstverständlich zu einer Hyperthermie und zu einer konsekutiven 
Steigerung der Umsätze geführt haben mußte. In Lusks Versuchen 
hat man keinen Grund anzunehmen, daß die Umgebungstemperatur 
nicht richtig gewählt war, denn ob man über dieselbe hinausgeht oder 
aber darunter bleibt, in beiden Fällen wird man einen höheren und 
nicht einen geringeren Wert erhalten. Man wird also wohl sagen müssen, 
daß offenbar die Luskschen Werte die richtigeren sind, und dann wird 
wohl auch die Frage beantwortet werden müssen, warum unsere Werte 
um so vieles höher ausgefallen sind ? Diesbezüglich sei daran erinnert, 
daß wir die ihrer Wärmeregulation beraubten Tiere, um sie bei kon- 
stanter Körpertemperatur zu erhalten, ohne einzeln ihre kritische 
Temperaturgrenze genauer zu kennen, in einem auf etwa 30° C erwärmten 
Thermostaten gehalten haben. Es gelang uns meistens recht gut, 
die anfängliche Körpertemperatur der Tiere konstant zu erhalten, urd 
zwar je nach Bedarf durch stärkeres Anwärmen bzw. durch Lüften 
des Thermostaten. Dabei konnte es aber geschehen, daß die Körper- 
temperatur während der ganzen Versuchsdauer zwar konstant, jedoch 
durchweg höher gehalten war, als dem Tiere eigentlich zukam, da ja 
die Körpertemperatur infolge des Aufbindens der Tiere, während des 
Herauspräparierens der Caıotis, der Vena jugularis und der Trachea, 
in die alle roch vor dem Kuraresieren Glaskanülen eingebunden werden 
mußten, emporgeschnellt sein konnte. 

Für unsere höheren Werte läßt sich aber auch ein anderer Grund 
annehmen. Aus obiger Zusammenstellung ist nämlich ersichtlich, daß 
die respiratorischen Quotienten durchweg höher waren, als dem Hunger- 
zustand entspricht, woraus nur gefolgert werden kann, daß sich die 
Tiere nicht recht im Hungerzustand befunden haben. Ob vielleicht 
die letzte Futterration, die die Tiere nach unserer Weisung etwa 
24 Stunden vor Versuchsbeginn hätten erhalten sollen, eine allzu 
große war, oder aber unsere Weisung, den Hunden während der voran- 
gehenden 24 Stunden nichts mehr zu fressen zu geben, aus Versehen 
nicht befolgt wurde, läßt sich nach so langer Zeit nicht mehr kon- 
statieren. So viel läßt sich aber sicher sagen, daß wir durch den Vergleich 
mit diesen wohl etwas zu hohen Werten trotz allem ein klares Bild 
von dem Einfluß des eingeflößten Ereptons auf den Energieumsatz 
bzw. zunächst auf den O,-Verbrauch erhoffen konnten. 


Berechnung unserer Versuchsergebnisse. 


Bereits eine oberflächliche Betrachtung der Daten von Versuchs- 
reihen 6, 7 und 8 lehrt uns, daß der O,-Verbrauch der Tiere, nachdem 
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ihnen das Erepton beigebracht wurde, eine erhebliche Zunahme zeigt ; 
nur fragt es sich, wie man die Steigerung zahlenmäßig bewerten kann ? 

Am einfachsten ist es, den Zuwachs an umgesetzter Energie (bzw. 
in unseren Versuchen an verbrauchtem Sauerstoff) in Prozenten der 
vorangehenden Nüchternwerte auszudrücken. Diese Berechnungsweise 
wird sehr häufig geübt und ist für Versuchsreihen 6, 7 und 8, die aus 
den oben genannten Gründen allein geeignet sind, um aus ihren Er- 
gebnissen Schlüsse zu ziehen, nachstehend durchgeführt. Wir haben 
in nachstehender Tabelle II innerhalb jeder Versuchsreihe den Mittel- 
wert erst für die Vorperiode, dann für jede der Ereptoneinfuhr folgende 
Stunde berechnet: 






































Tabelle II. 
O,-Verbrauch pro 1 Minute in Normal-Kubikzentimetern. 
Versuchs: || Vor dem‘ Sach dem Erepton Ehe 
reihe EE Í Lan 2.Std. | 3.Std. | 4Std | 5.Std. 6Std. | 7. Std.) e 
e i| 529 | 58,1 | 614 | 684 | 680 | 66,7 | 63,4 | 61,9 || 40 
7 57,1 || 64,0 | 71,3 | 690 67,6] — —- | —- | A 
$ | 53,5 | 63,3 | 63,4 | 59,2 | 58,3 | 534 — | — || 28,5 
Aus diesen Werten konnte dann der Zuwachs für jede Stunde 


bzw. auch für die ganze Dauer des Versuchs in Prozenten des Nüchtern- 
wertes berechnet werden (Tabelle III). 


















Tabelle IIT. 

Prozentuale Zunahme des O,-Verbrauchs. 
nl Während der ` Während der | Ereptor 
K 3 e r ae [mi 

dert 2. Std. A Std. | 4. Std. | 5. Std. | 6. Std. | 7.Std. |; suchsdauer 8 
o | o8 | 16,1 | 203 | 285 | 26,1 | 19,8 | 17,0 au | 40 
7 |121 | 250 | 20,8 | 132| — . — | — 18 34 
s |183 |184 |106| 89|+0 — | — 4 385 




















Diese Ergebnisse scheinen ganz plausible zu sein; sie zeigen, 
namentlich wenn man die prozentuale Steigerung für die ganze Versuchs- 
dauer berechnet (s. Tabelle III), eine Proportionalität zwischen jener 
Steigerung und der Menge des resorbierten Ereptons. Auch sind unsere 
Ergebnisse recht gut mit denen von Graham Lusk in Einklang zu bringen. 
Von den Versuchen dieses Autors ist es Nr. 44!), in dem man Anstieg 
und Abfall in der Wärmeproduktion deutlich erkennen, welcher daher 
mit unseren Versuchen verglichen werden kann. In diesem Versuch 
wurden dem Tiere um 12 Uhr mittags 25g Glykokoll eingegeben und 
mit der Bestimmung der Wärmeproduktion 1 Stunde später begonnen. 


1) Journ. of biol. Chem. 13, 155, 1912 bis 1913 (Tabelle im Anhang). 


Tierische Kalorimetrie. IV. 293 


Der Energieumsatz des Tieres, dessen Grundumsatz vorangehend zu 
16,2 kg-Cal pro Stunde bestimmt wurde, stieg, wie die indirekte Kalo- 
rimetrie ergeben hatte, in der nächstfolgenden ersten, zweiten, dritten 
und vierten Stunde auf 21,12, 22,86, 24,75 und 22,70 kg-Cal. Der 
stündliche Zuwachs betrug also 4,92, 6,66, 8,55 und 6,50 kg-Cal, d h. 
30,5, 41,1, 52,8 und 40,1 Proz. oder 43 Proz. im Mittelwert dieser 
4 Stunden. Warum die umsatzsteigernde Wirkung von 25g Glykokoll 
um so vieles höher war als die durch weit größere Mengen von Erepton 
erzeugte, soll weiter unten besprochen werden; hier sei auf folgenden 
Umstand aufmerksam gemacht. i 


Alle diese Rechnungsergebnisse sind nur scheinbar richtig, denn sie 
gehen aus einer prinzipiell unrichtigen Berechnungsart hervor. Es ist 
nämlich klar, daß man auf diese Weise, je nachdem man bloß die Dauer 
der maximalen Steigerung oder aber auch die Zeitdauer des voran- 
gehenden Anstiegs und des nachfolgenden Abfalls in Rechnung bringt, 
verschiedene Werte erhält, und zwar richtigere, wenn auch geringere 
Werte, wenn die Periode des Anstiegs und des Abfalls mit berücksichtigt 
wird. Da in unseren drei Versuchsreihen auf jede Stunde nach dem 
Einbringen des Ereptons ein bis zwei Versuche entfallen, so daß Anstieg, 
Maximum und Abfall recht gut beobachtet sind, ist an der Berechnung 
aus diesem Grunde wenig auszusetzen, wohl aber aus folgendem Grunde. 
Setzen wir den einfachsten Fall, der ja in Wirklichkeit nicht vorkommen 
kann, daß nämlich sowohl der Anstieg wie auch der Abfall ganz un- 
vermittelt, steil vor sich gehen und der stündliche Zuwachs im Energie- 
umsatz stets Z Cal beträgt, während der stündliche Grundumsatz 
G Cal betragen hatte. Nehmen wir weiter an, daß die Umsatzsteigerung 
einmal 2, ein anderes Mal aber 4 Stunden lang angedauert hätte. 
Dann beträgt nach obiger Berechnungsart die Umsatzsteigerung im 


ersten Falle un Proz., im zweiten Falle aber u Proz. 


Es ergibt sich also für beide Fälle dieselbe prozentuale Steigerung, wiewohl 
es klar ist, daß die Wirkung im zweiten Falle, weil sie doppelt so lange 
angedauert hatte, auch doppelt so groß war. 


Dieser Fehler ist ausgeschlossen, wenn man nicht die prozentuale 
Steigerung des Umsatzes im Verhältnis zum Grundumsatz berechnet, 
sondern das Verhältnis zwischen dem absoluten Wert der Umsatz- 
steigerung und der chemischen Energie, durch die jene Steigerung 
verursacht wurde, in Prozenten dieser chemischen Energie ausdrückt. 
Dieses Verhältnis ist die sogenannte spezifisch-dAynamische Wirkung, 
für die man aber einen richtigen Wert wieder nur erhält, wenn man 
in der Lage ist, die Zunahme des Energieumsatzes in ihrem ganzen 
Umfange, also während des Anstiegs, für die Dauer des Maximums 
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ihnen das Erepton beigebracht wurde, eine erhebliche Zunahme zeigt; 
nur fragt es sich, wie man die Steigerung zahlenmäßig bewerten kann ? 

Am einfachsten ist es, den Zuwachs an umgesetzter Energie (bzw. 
in unseren Versuchen an verbrauchtem Sauerstoff) in Prozenten der 
vorangehenden Nüchternwerte auszudrücken. Diese Berechnungsweise 
wird sehr häufig geübt und ist für Versuchsreihen 6, 7 und 8, die aus 
den oben genannten Gründen allein geeignet sind, um aus ihren Er- 
gebnissen Schlüsse zu ziehen, nachstehend durchgeführt. Wir haben 
in nachstehender Tabelle II innerhalb jeder Versuchsreihe den Mittel- 
wert erst für die Vorperiode, dann für jede der Ereptoneinfuhr folgende 
Stunde berechnet: 


























Tabelle II. 

O,-Verbrauch pro 1 Minute in Normaäl-Kubikzentimetern. 
Versuchs« || Vor dem! Nach gem Erepton | rt 
reihe a i 
6 | 529 | 58,1 | 614 | 684 | 080 | 66,7 | 63, a | 619l] a 
7 | 57,1 40 | 71 3 69,0 | 67,6 — 34 
$ ıı 53,5 || 63, 3 | 634 | 592 | 583 53,4 | — — 28,5 























Aus diesen Werten konnte dann der Zuwachs für jede Stunde 
bzw. auch für die ganze Dauer des Versuchs in Prozenten des Nüchtern- 
wertes berechnet werden (Tabelle III). 



























Tabelle IIT. 
Prozentuale Zunahme des O,-Verbrauchs. 
— | — e - 
Während der. Während d Erepton 
uns Ver resorbiert 
ine 5. Std. | 6. Std. | 7.Std. | suchsdauer | g 





























6 | 9,8 | 16,1 | 29,3 | 285 | 26,1 | 19, 8 | an 0 
1 121 | 250 | 20,8 13 2 Së 
$ | 183 | 18⁄4 | 10,6 +0| — , 28, 5 


Diese Ergebnisse scheinen ganz plausible zu sein; sie zeigen, 
namentlich wenn man die prozentuale Steigerung für die ganze Versuchs- 
dauer berechnet (s. Tabelle III), eine Proportionalität zwischen jener 
Steigerung und der Menge des resorbierten Ereptons. Auch sind unsere 
Ergebnisse recht gut mit denen von Graham Lusk in Einklang zu bringen. 
Von den Versuchen dieses Autors ist es Nr. 44!), in dem man Anstieg 
und Abfall in der Wärmeproduktion deutlich erkennen, welcher daher 
mit unseren Versuchen verglichen werden kann. In diesem Versuch 
wurden dem Tiere um 12 Uhr mittags 25g Glykokoll eingegeben und 
mit der Bestimmung der Wärmeproduktion 1 Stunde später begonnen. 


1) Journ. of biol. Chem. 13, 155, 1912 bis 1913 (Tabelle im Anhang). 


Tierische Kalorimetrie. IV. 293 


Der Energieumsatz des Tieres, dessen Grundumsatz vorangehend zu 
16,2 kg-Cal pro Stunde bestimmt wurde, stieg, wie die indirekte Kalo- 
rimetrie ergeben hatte, in der nächstfolgenden ersten, zweiten, dritten 
und vierten Stunde auf 21,12, 22,86, 24,75 und 22,70 kg-Cal. Der 
stündliche Zuwachs betrug also 4,92, 6,66, 8,55 und 6,50 kg-Cal, d. h. 
30,5, 41,1, 52,8 und 40,1 Proz. oder 43 Proz. im Mittelwert dieser 
4 Stunden. Warum die umsatzsteigernde Wirkung von 25g Glykokoll 
um so vieles höher war als die durch weit größere Mengen von Erepton 
erzeugte, soll weiter unten besprochen werden; hier sei auf folgenden 
Umstand aufmerksam gemacht. i 


Alle diese Rechnungsergebnisse sind nur scheinbar richtig, denn sie 
gehen aus einer prinzipiell unrichtigen Berechnungsart hervor. Es ist 
nämlich klar, daß man auf diese Weise, je nachdem man bloß die Dauer 
der maximalen Steigerung oder aber auch die Zeitdauer des voran- 
gehenden Anstiegs und des nachfolgenden Abfalls in Rechnung bringt, 
verschiedene Werte erhält, und zwar richtigere, wenn auch geringere 
Werte, wenn die Periode des Anstiegs und des Abfalls mit berücksichtigt 
wird. Da in unseren drei Versuchsreihen auf jede Stunde nach dem 
Einbringen des Ereptons ein bis zwei Versuche entfallen, so daß Anstieg, 
Maximum und Abfall recht gut beobachtet sind, ist an der Berechnung 
aus diesem Grunde wenig auszusetzen, wohl aber aus folgendem Grunde. 
Setzen wir den einfachsten Fall, der ja in Wirklichkeit nicht vorkommen 
kann, daß nämlich sowohl der Anstieg wie auch der Abfall ganz un- 
vermittelt, steil vor sich gehen und der stündliche Zuwachs im Energie- 
umsatz stets Z Cal beträgt, während der stündliche Grundumsatz 
G Cal betragen hatte. Nehmen wir weiter an, daß die Umsatzsteigerung 
einmal 2, ein anderes Mal aber 4 Stunden lang angedauert hätte. 
Dann beträgt nach obiger Berechnungsart die Umsatzsteigerung im 


ersten Falle men Proz., im zweiten Falle aber me Proz. 


Es ergibt sich also für beide Fälle dieselbe prozentuale Steigerung, wiewohl 
es klar ist, daß die Wirkung im zweiten Falle, weil sie doppelt so lange 
angedauert hatte, auch doppelt so groß war. 


Dieser Fehler ist ausgeschlossen, wenn man nicht die prozentuale 
Steigerung des Umsatzes im Verhältnis zum Grundumsatz berechnet, 
sondern das Verhältnis zwischen dem absoluten Wert der Umsatz- 
steigerung und der chemischen Energie, durch die jene Steigerung 
verursacht wurde, in Prozenten dieser chemischen Energie ausdrückt. 
Dieses Verhältnis ist die sogenannte spezifisch-dynamische Wirkung, 
für die man aber einen richtigen Wert wieder nur erhält, wenn man 
in der Lage ist, die Zunahme des Energieumsatzes in ihrem ganzen 
Umfange, also während des Anstiegs, für die Dauer des Maximums 
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und während der Rückkehr zum ursprünglichen Wert festzustellen- 
Wird, wie dies oft geschieht, nur die Periode der maximalen Steigerung, 
das ist sehr häufig die zweite und dritte Stunde, in Rechnung gebracht, 
so muß man geringere Werte erhalten, da ja der wenn auch geringere 
Zuwachs zur Zeit des Anstiegs und des Abfalls fehlt. 


Aber hiervon auch abgesehen, werden sich verschiedene Werte 
ergeben müssen, wenn die spezifisch-dAynamische Wirkung auf ver- 
schiedene Art berechnet wird. Rubner rechnet in den meisten seiner 
Versuche wie folgt. Beträgt der Zuwachs im Energieumsatz Z und die 

100.2 





eingeführte chemische Energie E. so ist die gesuchte spezifisch- 


dynamische Wirkung. Nach Graham Lusk!) ist aber diese Art der 
Berechnung aus zwei Gründen unrichtig. Erstens, weil z. B. nach 
Eiweißzufuhr ein Ansatz von Eiweiß immerhin möglich ist, und 
richtigerweise nur das Eiweiß, dessen N im Harn erschienen ist, also das 
zersetzte Eiweiß für die Ausübung einer dynamischen Wirkung verant- 
wortlich gemacht werden kann. Zweitens aber, weil auch im Nüchtern- 
zustande, mit dem ja die Periode nach der Eiweißzufuhr verglichen 
wird, Eiweiß zersetzt wurde, daher es nicht angängig ist, den Energie- 
gehalt des gesamten, nach der Eiweißzufuhr verbrannten Eiweißes in 
Rechnung zu bringen, sondern nur die Differenz D zwischen dem 
Energiegehalt des nach und vor der Eiweißzufuhr verbrannten Eiweißes. 
Richtigerweise ist demnach nach Lusk die spezifisch-dynamische 
100.2 





Wirkung gleich 


In Versuchen, wie es die unsrigen sind, wo der Energiegehalt 
des resorbierten Stoffes wohl bekannt ist, der Harn-N jedoch nicht 
bestimmt wurde, kann die spezifisch-dAynamische Wirkung nur nach 
Rubner berechnet werden. Doch sind, abgesehen von dem Fehler, 
der nach der Ansicht von Lusk dieser Berechnungsart innewohnt, 
von unseren Versuchen recht genaue Ergebnisse zu erwarten, da ja 
der O,-Verbrauch bei der Zuntz-Geppertschen Versuchseinrichtung, 
wenn nur die Probenahmen in häufigen Intervallen erfolgen, in seinem 
Verlauf (Anstieg, Maximum, Abfall) gut verfolgt werden kann. Die 
Genauigkeit, die hierbei resultiert, läßt sich noch erhöhen, wenn man 
wie folgt vorgeht. Wir tragen innerhalb jeder Versuchsreihe den in 
den einzelnen Probenahmen konstatierten Zuwachs, der sich aus den 
Daten der Versuchsprotokolle am Schluß des Textes ergibt (nicht 
die zusammengezogenen Werte der Tabelle II!), in Kubikzentimetern 
ausgedrückt als Ordinaten in ein Koordinatensystem ein, auf dessen 


1) Journ. of biol. Chem. 12, 352, 1912. 
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Abszissenachse der Zeitpunkt der Probenahmen aufgezeichnet ist. 
Durch die Schnittpunkte ziehen wir in jeder Versuchsreihe die 
entsprechende Kurve und erhalten so eine von der Kurve und der 
Abszissenachse eingeschlossene Fläche, die, ausgemessen, ohne weiteres 
den Zuwachs im O,-Verbrauch ergibt. 


N 


Zumohme des Os-Verbrouches; ccm 


EARE 
AO 





SIT 
N 


S 


Zunahme des Orerörauches, cem 





Abb. 2. Versuchsreibe 7. Abb. 3. Versuchsreihe 8. 


In Versuchsreihe 8 war der O,-Verbrauch noch während der 
Versuchsdauer zur Abszisse, das ist zum Nüchternwert, zurückgekehrt, 
die auszumessende Fläche war also eine geschlossene. In Versuchs- 
reihen 6 und 7.war aber dies nicht der Fall, obgleich die Rückkehr 
des O,-Verbrauchs zum ursprünglichen Wert auch hier bereits in vollem 
Gange war, als der Versuch aus äußeren Gründen — nicht infolge des 
Zustandes der Tiere wie in Versuchsreihen 1 bis 4 — abgebrochen wurde. 
Es war aber auch in Versuchsreihen 6 und 7 leicht, dem nach abwärts 

20 * 
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(gegen die Abszisse) gerichteten Schenkel der Kurve durch einfache 
Verlängerung den Verlauf zu geben, den sie bei längerer Versuchsdauer 
offenbar genommen hätte. Daß der durch Konstruktion erhaltene 
Kurvenabschnitt (in Abb. 1 und 2 gestrichelt dargestellt) von dem 
wahrscheinlichem Verlauf nicht wesentlich abgewichen sein dürfte, 
wird wohl zugegeben werden müssen, desgleichen auch, daß der Be- 
rechnungsfehler, den wir auf diese Weise begingen, nur ein geringer 
gewesen sein konnte. 

Die Einzeldaten für den Zuwachs im Oe Verbrauch, aus denen 
dann die Kurven in Abb. 1, 2 und 3 konstruiert wurden, sind die folgen- 
den: 

Versuchsreihe 6: 4,3, 6,2, 6,4, 10,7, 15,5, 15,1, 13,8, 10,5, 9,1 cem 

pro Minute. 

Versuchsreihe 7: 3,5, 10,3, 16,5, 11,9, 11,9, 7,5ccm pro Minute. 

Versuchsreihe 8: 8,2, 11,4, 9,9, 5,7, 4,8, Ocom pro Minute. 

Ausgemessen ergaben die Flächen für den O,-Mehrverbrauch: 


in Versuchsreihe 6. . . .. . 4,40 Liter, 
Ge N ar E 2,57 ,, 
X e RENE 1,70 ,, 


Wird für den kalorischen Wert des verbrauchten Sauerstoffs ein 


Durchschnittswert von 4,8kg-Cal pro Liter eingesetzt, so erhalten ` 


wir für den Zuwachs an produzierter Wärme: 


in Versuchsreihe 6. . . . . 21,1 kg-Cal, 
e em TE» 123 E 
be = I ed ,, 


An nutzbarer Energie, die wir laut S. 287 berechnet haben, wurden 
eingeführt im resorbierten Erepton: 


in Versuchsreihe 6. . .. . 40 x 3,3 = 132 kg-Cal, 
ji 2 1.:.2:.2...34xX33=- 112 ,, 
e e 8... 0 x33= % ,„ 


Dann ergeben sich für die spezifisch-dynamische Wirkung des 
Ereptons die Werte: 





in Versuchsreihe 6: Leg 7 16, 

in Versuchsreihe 7: Ee = l, 
112 

in Versuchsreihe 8: an — 81. 


im Mittelwert der drei Versuchsreihen = 12. 


Auf Grund dieses Ergebnisses läßt sich wohl sagen, daß der eingangs | 


aufgeworfene Einwand, wonach aus der Wirkung der rein isolierten | 


Tierische Kalorimetrie. IV. 297 


Aminosäuren nicht auf die des intakt eingeführten Eiweißes gefolgert 
werden darf, nicht stichhaltig ist; denn auch den in Form von Erepton 
eingeführten Aminosäuren kommt eine ausgesprochene umsatz- 
steigernde Wirkung zu. Daß diese Wirkung nicht besonders stark ist, 
erklärt sich ohne weiteres aus dem Umstande, daß das Muskeleiweiß 
verhältnismäßig wenig gerade von den beiden Aminosäuren Glykokoll 
und Alanin enthält [nach Adderhalden und Sasaki!) 5 Proz. Glykokoll 
und 4 Proz. Alanin, nach Osborne und Jones?) 2 Proz. Glykokoll und 
3,7 Proz. Alanin], denen laut den Untersuchungen von Lusk und von 
Grafe die stärkste Wirkung zukommt. In weit größeren Mengen enthält 
das Muskeleiweiß solche Aminosäuren, deren Wirkung eine viel geringere, 
bzw. gar Null ist, wie z. B. nach Lusk die der Glutaminsäure. 

Die außerordentlich starke Wirkung, die Schöpp®) von abgebautem 
Eiweiß am Menschen erhielt, ist sehr merkwürdig und bedarf noch 
einer näheren Erklärung. 

Die Neuberechnung der oben mitgeteilten Versuche wurde auf 
Anregung und unter Leitung des Herrn Prof. Hári ausgeführt. 





1) H. 51, 404, 1907. 
2) Amer. Journ. of Physiol. 24, 437, 1909. 
2) Deutsch. Arch. f. klin. Med. 110, 284, 1913. 
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Der Verwendungsstoffwechsel säurefester Bakterien. 


III. Mitteilung: 


Die Nahrungsbedürfnisse des Hühnertuberkelbazillus; 
sein Wachstum beim Aufbau aus einfachen chemischen Verbindungen. 


Von 


Seigo Kondo (Kanasawa). 


(Aus der bakteriologisch-hygienischen Abteilung des Städtischen hygienischen 
Universitätsinstituts in Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 16. Oktober 1924.) 


In zwei vorhergehenden Mitteilungen in dieser Zeitschrift (Bd. 145 
und 146) berichteten wir über den Verwendungsstoffwechsel der sapro- 
phytischen säurefesten Bakterien und über den der Kaltblütertuberkel- 
bazillen. Mit der folgenden Mitteilung beginnen wir die Besprechung 
des Verwendungsstoffwechsels der Warmblütertuberkelbazillen. Über 
die wesentlichen Ergebnisse haben bereits vor einiger Zeit H. Braun 
und S. Kondo berichtet!). 

Zunächst wollen wir den Verwendungsstoffwechsel des Hühner- 
tuberkelbazillus behandeln. Wir möchten an dieser Stelle nicht die 
gesamte Literatur, die sich mit den Eigenschaften und dem Stoff- 
wechsel des Hühnertuberkelbazillus beschäftigt, besprechen und ver- 
weisen auf die grundlegenden Arbeiten von Weber und Bofinger?), 
von Max Koch und Lydia Rabinowitsch®?), von Long) und außerdem 
auf die zusammenfassenden Darstellungen von Straus), C’almelie®) 
und Löwenstein?). 


1) Der Verwendungsstoffwechsel des Tuberkelbazillus, Klin. Wochen- 
schrift 1924, Jahrg. 3, Nr. 1. 

2) Tuberkulosearbeiten aus dem Kaiserlichen Gesundheitsamt, HL, 
1904. 
3) Virchows Arch. 190, Beiheft. 

4) The Chemistry of Tuberculosis, Baltimore 1923. 

5) La tuberculose et son bacille, Paris 1895. 

¢) L’infection bacillaire et la tuberculose, Paris 1920. 

1) Vorlesungen über Tuberkulose. Jena, Fischer, 1920. 
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Systematische Untersuchungen über den Verwendungsstoffwechsel 
des Hühnertuberkelbazillus, die den Forderungen, welche H. Braun 
und seine Mitarbeiter?!) in ihren Arbeiten aufgestellt haben, entsprechen 
würden, liegen zurzeit nicht vor. 

Die Versuchstechntik ist dieselbe gewesen, wie sie in den vorher- 
gehenden Mitteilungen ausführlich beschrieben ist. Wir dürfen, um 
Wiederholungen zu vermeiden, auf diese Arbeiten verweisen. 

Die verwendeten Stämme waren folgende: 


Nr.1. Stamm von Hühnertuberkelbazillen, den wir dem Reichs- 
gesundheitsamt verdanken. 

Nr.2. Stamm von Vogeltuberkelbazillen, den uns das Reichs- 
gesundheitsamt zur Verfügung stellte. 

Nr.3. Stamm von Hühnertuberkelbazillen, den wir aus der 
Sammlung des Kochschen Instituts in Berlin erhalten 
haben. 

Nr.4. Stamm von Geflügeltuberkelbazillen, den wir der Tier- 
ärztlichen Hochschule in Berlin verdanken. 


Am eingehendsten untersucht wurden von uns der Hühnertuberkel- 
bazillenstamm Nr.1, den wir vom Reichsgesundheitsamt erhalten 
haben und den wir in folgendem als ‚Hühnertuberkelbazillus“ kurzweg 
bezeichnen wollen und der Stamm Nr.4, den wir ‚„Geflügeltuberkel- 
bazillus“‘ nennen. Die anderen zwei Stämme wurden nur bei der Be- 
arbeitung der wichtigsten ernährungsphysiologischen Fragen heran- 
gezogen. 


1. Der Hühnertuberkelbazilus zeigt folgendes Verhalten: a) Morpho- 
logisch: Die von Glycerinagarkulturen angefertigten Ausstrichpräparate 
bestehen aus sehr kurzen gram-positiven und säurefesten Stäbchen. 
b) Auf den gewöhnlichen Laboratoriumsnährböden: Auf dem Eiernähr- 
boden von Lubenau wächst der Hühnertuberkelbazillus in einem üppigen, 
feuchten, schmierigen gelblich-weißen, höckerigen Belag. Auf gewöhnlichem 
Nähragar ist auch nach wochenlanger Bebrütung kein Wachstum fest- 
stellbar. Auf Loefflerserum tritt nach mehreren Wochen zartes Wachstum 
ein, der Rasen ist trocken, besteht aus Ziehl-positiven Stäbchen. In der 
gewöhnlichen Nährboutllon wächst er nicht sehr reichlich in Form eines 
krümeligen Bodensatzes; in der Trypsinbouillon ist ebenfalls ein geringes 
Wachstum in Form eines krümeligen Bodensatzes feststellbar. Aus dem in 
dieser Nährflüssigkeit vorhandenen Tryptophan wird kein Indol gebildet. 
In der Petruschkyschen Lackmusmolke ist kein Wachstum eingetreten. 
Auch auf einem Nähragar, dem 1 Proz. Manni, Maltose oder Saccharose 
zugesetzt war, trat kein deutliches Wachstum ein. Wurde dem Nähragar 
Traubenzucker zugesetzt, so trat geringes Wachstum ein. Auch auf dem 
mit nichttraubenzuckerfreiem Milchzucker versetzten Nähragar war nach 
mehrwöchiger Bebrütung zartes Wachstum nachweisbar. Ausgezeichnet 
wuchs der Stamm auf Iproz. Glycerinagar. Der Rasen war üppig, weißlich, 


1) Diese Zeitschr. 181, 145, 146. 
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feucht, die Oberfläche leicht höckerig. Beim Verreiben der Kultur ließen 
sich die Bakterien leicht auf dem Objektträger verteilen. Das Wachstum 
in der Glycerinbouillon war gleichfalls öfters ein gutes; es bildete sich ein 
Bodensatz und des öfteren auch ein zartes, weißliches, nicht gefaltetes 
Häutchen. Aufgefallen ist uns aber, daß die Züchtung in Glycerinbouillon 
nicht immer gelungen ist. 

Wir haben auch Tierversuche angestellt, und zwar infizierten wir 
Kaninchen, Meerschweinchen und Hühner. Das Verhalten des Hühner- 
tuberkelbazillus im Tierexperiment war folgendes: Subkutan infizierte 
Meerschweinchen zeigten nach einiger Zeit eine starke Schwellung der zu- 
gehörigen Lymphdrüsen, es kam zur Abszeßbildung, zum Durchbruch und 
zur Geschwür- und Fistelbildung. Nach mehreren Wochen heilte dieser 
Infektionsprozeß aus. Nach 3 Monaten haben wir die Tiere getötet und 
seziert. Es wurden weder geschwollene Lymphdrüsen noch tuberkulöse 
Prozesse an den inneren Organen nachgewiesen. 

Die subkutan infizierten Kaninchen zeigten folgendes Verhalten: 
An der Injektionsstelle entwickelte sich nach einigen Tagen eine deutliche 
Schwellung, die in der nächsten Zeit zunahm. Die zugehörigen Drüsen 
waren stark geschwollen. Nach mehreren Wochen entwickelte sich ein 
Abszeß. Wurden die Tiere nach 3 Monaten getötet, so fand man einen großen 
abgekapselten Abszeß an der Infektionsstelle, mit käsigem Eiter erfüllt. vor. 
In den Organen ließ sich aber eine Tuberkulose makroskopisch nicht fest- 
stellen. 

Hühner infizierten wir teils durch subkutane Injektion, teils durch 
Fütterung. Subkutan infizierte Tiere starben nach mehreren Monaten. Der 
Sektionsbefund an einem solchen Tiere möge als Beispiel mitgeteilt werden: 
An der Injektionsstelle fand sich kein Eiter. Die Leber war von zahlreichen 
kleinen und mittelgroßen gelblichen Knoten durchsetzt, die Milz stark ver- 
größert, ebenfalls von kleinen, gelblichen Herden erfüllt; die Lunge ohne 
Knötchen; in der Milz und Leber sind mikroskopisch kurze säurefeste 
Stäbchen nachweisbar gewesen. Die Infektion durch Fütterung wurde 
so vorgenommen, daß eine üppig gewachsene Kultur auf Lubenaunährboden 
mit 3 ccm Kochsalzlösung abgeschwemmt wurde. Diese Aufschwemmung 
wurde auf das Körnerfutter getropft. Die Hühner lebten mehrere Monate 
nach der Infektion. Als Beispiel möge der Sektionsbefund eines nach 
5 Monaten getöteten Huhnes angeführt werden: Im Darm befanden sich 
sehr zahlreiche gelbliche Knoten von fester Konsistenz, die Darmschleimhaut 
war an der Stelle der Geschwülste des öfteren geschwürig verändert. In 
den Knoten fanden sich im Ausstrichpräparat säurefeste Stäbchen. Die 
Leber und die Milz enthielten bei diesem Tiere keinerlei tuberkulöse Ver- 
änderungen. 

2. Der Vogeltuberkelbazillus vom Reichsgesundheitsamt zeigte folgendes 
Verhalten: a) Morphologisch: Von Glycerinagar angefertigte Präparate 
bestehen aus mittellangen gram -positiven und säurefesten Stäbchen. 
b) Kulturell: Auf Lubenaunährboden wächst er in Form eines feuchten, 
gelblichen, schmierigen, leicht höckerigen Belages. In der gewöhnlichen 
Nährbouillon vermehrt er sich am Boden des Nährkolbens, trübt die Nähr- 
flüssigkeit nicht. Der Bodensatz ist krümelig und läßt sich in Schlieren 
aufwirbeln. Er besteht aus Ziehl-positiven Stäbchen. In der Glycerinbouillon 
ist das Wachstum des öfteren kein besonders üppiges und läßt längere 
Zeit auf sich warten. Nach längerer Bebrütung entwickelt sich aber ein 
üppiger Bodensatz und manchmal auch ein zartes weißliches Häutchen. 
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Die Tierexperimente haben folgendes ergeben: Subkutan infizierte 
Meerschweinchen zeigen nach einigen Tagen eine Schwellung an der Infek- 
tionsstelle, die in der nächsten Zeit zunimmt. Es kommt zum Durch- 
broch und es entleert sich ein käsiger Eiter. Die Schwellung geht nach 
einiger Zeit zurück, es bleibt aber häufig eine Fistel zurück. Auch diese 
heilt nach einiger Zeit ab. Die nach 3 Monaten getöteten Tiere zeigen außer 
dem ausgeheilten Prozeß an der Infektionsstelle keinerlei tuberkulöse 
Veränderungen an Drüsen und inneren Organen. 

Die subkutan infizierten Kaninchen zeigen an der Injektionsstelle 
deutliche Schwellung; diese geht gelegentlich bis zur Abszeßbildung. Die 
nach 3 Monaten getöteten Tiere weisen außer abgekapselten Infiltraten 
oder Abszessen an der Infektionsstelle und an den inneren Organen keinerlei 
p&thologisch-anatomische Veränderungen auf. 

Die subkutan infizierten oder gefütterten Hühner zeigen, nach mehreren 
Monaten getötet (5 bis 6), keinerlei Veränderungen. Dieser Stamm ist 
also für Hühner nicht mehr virulent. 

3. Der Hühnertuberkelbazillensamm des Kochschen Instituts, den 
wir im folgenden ‚Typus gallinaceus‘“ kurzweg nennen, verhielt sich mor- 
phologisch wie die oben beschriebenen. Auf den üblichen Laboratoriums- 
nährböden wuchs er in folgender Weise: Auf Lubenaunährboden und auf 
Glycerinagar entwickelt sich nach einigen Wochen ein feuchter, unebener, 
zusammenhängender Belag. Auf gewöhnlichem Nähragar war kein sicheres 
Wachstum feststellbar. Auf Loefflerserum bildete sich ein zarter Rasen, 
der aus säurefesten Stäbchen bestand. In gewöhnlicher Bouillon trat nach 
längerer Bebrütung ein Wachstum im Bodensatz ein, ebenso in der Trypsin- 
bouillon. Indol war in dieser Nährflüssigkeit nach mehrwöchiger Bebrütung 
nicht nachweisbar. In der Peiruschkyschen Lackmusmolke wuchs er nicht. 
Auch auf einem Nähragar, dem 1 Proz. Mannit, Maltose oder Saccharose 
zugesetzt war, trat kein sicheres Wachstum ein. Auf Nähragar, der Trauben- 
zucker oder Milchzucker enthielt, konnte geringes Wachstum festgestellt 
werden. 

Tierversuche mit diesem Stamm konnten wegen Tiermangels nicht 
angestellt werden. 

Der @eflügeltuberkelbazillenstamm von der Tierärztlichen Hochschule 
Berlin wies folgende Eigenschaften auf. Mikroskopische Präparate von 
Glycerinagar bestehen aus kurzen gram-positiven, säurefesten Stäbchen. 
Auf Lubenaunährboden bildet sich ein feuchter, gelblicher, schmieriger Belag. 
In der gewöhnlichen Bouillon wächst er in Form eines feinkrümeligen 
Bodensatzes, ebenso in der @lycerinbouillon. In dieser bildet sich des öfteren 
auch ein zartes Häutchen an der Oberfläche aus. 

Im Tierexperiment verhielt er sich folgendermaßen: Subkutan in- 
fizierte Meerschweinchen zeigen eine starke Schwellung der zugehörigen 
Lymphdrüsen. Es kommt zur Abszeßbildung. Nach 3 Monaten getötet. 
zeigen die Tiere außer den Veränderungen an der Infektionsstelle keinerlei 
tuberkulöse Prozesse an den inneren Organen. Als Beispiel des Verhaltens 
der subkutan infizierten Kaninchen möge kurz folgendes Protokoll wieder- 
gegeben werden: Ein Kaninchen vom Gewicht von 1170 g wird am 5. Sep- 
tember 1922 subkutan mit Geflügeltuberkelbazillen in der Kniefalte in- 
fiziert. Am 21. September entsteht an der Infektionsstelle ein Abszeß, der 
in der nächsten Zeit nicht wesentlich an Größe zunimmt. Am 21. Dezember 
wird das Tier getötet. Der Sektionsbefund ist folgender: An der Infektions- 
stelle befindet sich ein großer Sack, der einen fibrinösen Belag besitzt. 
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In der Bauchhöhle sind weder geschwollene Drüsen vorhanden, noch ist 
an den inneren Organen ein pathologischer Befund zu erheben. In der 
Brusthöhle keine Flüssigkeit, in beiden Unterlappen der Lunge befinden 
sich zahlreiche grauweiße Herde, in denen reichlich kurze, schlanke, säure- 
feste Stäbchen nachweisbar sind. Die mit dem Geflügeltuberkelbazillus 
gefütterten Hühner, nach 5 Monaten getötet, zeigen an verschiedenen Stellen 
des Darmes Geschwüre und weißgelbliche Knoten, in denen spärlich säure- 
feste Bakterien nachweisbar sind. 

Bevor wir auf die Besprechung der Verwertbarkeit der verschie- 
denen Kohlenstoff- und Stickstoffquellen durch den Hühnertuberkel- 
bazillus zu sprechen kommen, müssen wir einige Vorbemerkungen 
machen. Wie bei den übrigen säurefesten Bakterien empfiehlt sich 
auch hier, die erste Beimpfung der künstlichen Nährböden von festen 
Nährböden, entweder Glycerinagar oder Lubenaunährboden vorzu- 
nehmen. Die Beimpfung geschieht mit einer großen Öse oder einem 
kleinen Spatel; dabei ist zu beachten, daß sich bei diesen Bakterien 
das geimpfte Material leicht in Form eines sehr zarten bläulichen Häutichens 
auf der Oberfläche der Nährflüssigkeit ausbreite. Wird dann bebrütet 
und später die Besichtigung vorgenommen, so kann Wachstum und 
Häutchenbildung vorgetäuscht werden. Es muß deshalb nach jeder 
Beimpfung die Kultur sofort betrachtet werden, und zwar, wie wir es 
früher schon mitgeteilt haben, bei durchjallendem, nicht auffallendem 
Lichte, und der Befund nach der Impfung im Protokoll genau be- 
schrieben werden. 

Da man bei der Prüfung des Verwendungsstoffwechsels außer- 
ordentlich einfache, nährstoffarme Nährflüssigkeiten benutzt, so stellt 
man an die Mikroorganismen besonders hohe Anforderungen. Es 
bleibt deshalb des öfteren in einem solchen einfachen Nährboden das 
Wachstum aus, wenn die Beimpfung von einem nährstoffreichen, bouillon- 
oder eierhaltigen Nährboden vorgenommen wurde, es tritt aber auf, 
wenn die Beimpfung von einem künstlichen nährstoffreicheren Nähr- 
boden vorgenommen wird. Wir gehen deshalb meist so vor, daß wir 
zunächst Kulturen in einem Nährboden gewinnen, der außer den 
notwendigen Mineralien Ammoniak als Stickstoffquelle und zwes 
Kohlenstoffquellen (z. B. Acetat und Glycerin) enthält. Näheres über 
diese Nährböden findet sich in unseren früheren Mitteilungen. Erst 
von dieser Nährflüssigkeit wird auf einfachere künstliche Nährböden 
verimpft. Selbstverständlich müssen stets mehrere Passagen (mindestens 
fünf) ausgeführt werden, und die Nährböden müssen längere Zeit 
bebrütet werden. Wir ließen unsere Kulturen 2 Monate bei 37° 
stehen. 

Bei den säurefesten Saprophyten und bei den Kaltblütertuberkel- 
bazillen haben wir die bemerkenswerte Feststellung gemacht, daß 
diese Mikroorganismen auch in einer Nährflüssigkeit zu wachsen ver- 
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mögen, die stickstofffrei ist, so daß wir zu dem Schluß kamen, daß 
diese Lebewesen ihren Stickstoffbedarf aus den Spuren stickstoff- 
haltiger Verunreinigungen der Brutschrankluft decken. Diese Tatsache 
ist natürlich von besonderer Bedeutung bei der Prüfung der verschie- 
denen stickstoffhaltigen Substanzen als Nährstoffe. 


Wir haben deshalb analoge Versuche mit dem ‚Hühnertuberkel- 
bazillus“ und dem ‚Geflügeltuberkelbazillus‘‘ ausgeführt. In einer 
Nährlösung, die in 100 eem Wasser 0,5 g NaCl, 0,2 g Phosphatgemisch 
(1 Teil primäres, 3 Teile sekundäres Kaliumphosphat), 0,005g Magnesium- 
sulfat, 0,5 g Natriumacetat oder 0,5 g Glycerin enthielt (pg 7,1), wuchs 
der Hühnertuberkelbazillus und der Geflügeltuberkelbazillus in Passagen. 
Das Wachstum war ein langsames. Es geht aus diesen Versuchen 
hervor, daß auch der Hühnertuberkelbazillus die stickstoffhaltigen Ver- 
unreinigungen der Brutschrankluft als Stickstoffquelle verwertet!). 


Bei den säurefesten Saprophyten haben wir erfahren, daß diese 
auch die kohlenstoffhaltigen Verunreinigungen der Luft als Kohlenstoff- 
quelle ausnutzen, daß dagegen die Kaltblütertuberkelbazillen dazu 
nicht befähigt sind. Das letztere gilt auch von den Hühnertuberkel- 
bazillen; in einer Nährflüssigkeit, der eine Kohlenstoffquelle fehlt, 
sind sie nicht imstande zu wachsen. Der Nährboden, in welchem z. B. 
der Timotheebazillus zu wachsen imstande ist, nicht dagegen der 
Hühnertuberkelbazillus, hat folgende Zusammensetzung gehabt: in 
100 cem Wasser 0,5 g NaCl, 0,5 g Ammoniumsulfat, 0,005 g Magnesium- 
sulfat, 0,2g Phosphatgemisch. 


A. Verwertung der Kohlenstoffquellen. 


Bei der Untersuchung der Kohlenstoffquellen gingen wir von 
einer Stammlösung aus, die in 100 ccm doppelt destillierten Wassers 
1g NaCl, 1 g Ammoniumsulfat, 0,01 g Magnesiumsulfat, 0,4 g Phosphat- 
gemisch enthielt. Sie reagierte auf Lackmus schwach alkalisch, pe, nach 
Michaelis bestimmt, betrug meistens 7,1. lproz. Lösungen der ver- 
schiedenen Kohlenstoffquellen wurden in gleichen Teilen mit der 
. Stammlösung zusammengemischt, so daß der Prozentgehalt der fertigen 
Nährlösung an den verschiedenen Substanzen auf die Hälfte der Stamm- 
lösung gesunken ist. Jede Nährlösung wurde vor der Benutzung auf 
Reaktion geprüft und, wenn nötig, mit n-Sodalösung neutralisiert. 
Wir erinnern daran, daß in diesen Nährböden die kohlenstoffhaltige 
Substanz stets die einzige Kohlenstoff- und Energiequelle bildet. Die 
Züchtungen wurden alle bei 37° vorgenommen. 


1) An diesen Untersuchungen war Fräulein Dr. R. Goldschmidt, Assi- 
stentin am Institut, beteiligt. 
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a) Verwertung der organischen Säuren. 

Als einfachste Kohlenstoffquelle wurde Ameisensäure geprüft. 
Als ameisensaures Natrium in proz. Konzentration wurde sie vom 
Hühnertuberkelbazillus und vom Geflügeltuberkelbazillus nicht benutzt. 
Es ließen sich keinerlei Zuchten in Passagen durchführen. 

Dagegen erwies sich auch bei dem Hühnertuberkelbazillus die 
Essigsäure als eine brauchbare Kohlenstoffquelle.. Alle von uns hier 
untersuchten vier Hühnertuberkelbazillenstämme ließen sich in Passagen 
züchten. Das Wachstum trat nur bei dem als Geflügeltuberkelbazillus 
bezeichneten Stamm zögernd auf, ließ sich aber ohne Schwierigkeiten 
in Passagen durchführen. Wir bedienten uns bei unseren Versuchen 
des Natriumacetats in %,proz. Konzentration. Als Beispiel möge ein 
Versuch mit dem ‚Hühnertuberkelbazillus‘‘ wiedergegeben werden: 
Am 18. Juli 1923 wurde vom Glycerinagar in einen Acetatnährboden 
abgeimpft. Am 7. August waren die Kulturen gut gewachsen; am 
8. August wurde von dieser Kultur die erste Passage angelegt, die am 
21. August gut gewachsen war. An diesem Tage wurde die zweite 
Passage, am 8. September die dritte, am 25. September die vierte, 
am 16. Oktober die fünfte Passage abgeimpft. Die letztere war bereits 
am 31. Oktober gut gewachsen. Das Wachstum äußerte sich in der 
Bildung eines zarten Häutchens und eines weißlichen krümeligen 
Belages am Boden der Kölbcehen. Die Stäbchen waren stets Ziehl- 
positiv. Eine Vermehrung von Acetat verschlechterte das Wachstum: 
Bei 0,5 Proz. war schnelleres und üppigeres Wachstum feststellbar als 
bei 1 oder 2 Proz. 

Propionsäure und Buttersäure, in 0,5proz. Konzentration als 
Natriumsalze verwendet, konnten von den vier untersuchten Hühner- 
tuberkelbazillenstämmen nicht als Kohlenstoffquellen verwertet werden, 
während sie, wie aus früheren Veröffentlichungen hervorgeht, von den 
säurefesten Saprophyten und den Kaltblütertuberkelbazillen benutzt 
werden. 

Die Oxalsäure, als oxalsaures Ammonium, wurde von dem Hühner- 
tuberkelbazillus und dem Geflügeltuberkelbazillus nicht verwertet. 

Was die Milchsäure betrifft, so wurde dieselbe von dem Hühner- 
tuberkelbazillus, von dem Geflügeltuberkelbazillus und von dem als 
Typus gallinaceus bezeichnetem nicht verwertet. Nur der als Vogel- 
tuberkelbazillus bezeichnete Stamm ließ sich mit Milchsäure als einziger 
Kohlenstoffquelle züchten. Das Wachstum war allerdings ein sehr 
langsames. Zu fünf Passagen bedurfte es der Zeit von 6 Monaten; 
es sei hier daran erinnert, daß dieser Stamm nicht für Hühner virulent 
war. 

Die Bernsteinsäure, die ÄApfelsäure, die Weinsäure, die Citronensäure, 
in 0,5 proz. Konzentration als einzige Kohlenstoffquellen, wurden vom 
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Hühnertuberkelbazillus und vom Geflügeltuberkelbazillus in wieder- 
holten Versuchen nicht assimiliert. | 

Von den untersuchten organischen Säuren der Fettreihe wurde 
demnach nur die Essigsäure regelmäßig und gut verwertet. 


b) Verwertung von Alkoholen. 


Bei Arbeiten mit flüchtigen Alkoholen wurden die Wattestopfen 
der Kölbcehen paraffiniert, um die Verflüchtigung zu verhindern. Durch 
Kontrollversuche an gut verwertbaren Kohlenstoffquellen, z. B. Acetat, 
überzeugten wir uns davon, daß die im Kölbchen eingeschlossene 
Sauerstoffmenge zum Wachstum genügte. 

Methylalkohol wurde vom Hühnertuberkelbazillus und dem Ge- 
flügeltuberkelbazillus nicht verwertet. 

Das gleiche gilt vom Äthylalkohol. In einer Nährflüssigkeit, die 
1, Proz. Äthylalkohol als einzige Kohlenstoffquelle enthielt, konnte 
sich der Hühnertuberkelbazillus und der Geflügeltuberkelbazillus nicht 
vermehren. 

Auch der Amylalkohol war nicht angreifbar. 

Was nun das Glycerin betrifft, so verhielten sich die hier unter- 
suchten Mikroorganismen folgendermaßen: Der Nährboden enthielt 
außer den notwendigen Mineralien und Ammoniak als Stickstoffquelle 
0.5 Proz. Glycerin. Sowohl der Hühnertuberkelbazillus als auch der 
Geflügeltuberkelbazillus wuchsen in einem solchen Nährboden, vom 
Glycerinagar abgeimpft, manchmal gar nicht, ließen sich aber in wieder- 
holten Versuchen in Passagen züchten. Es dauerte allerdings öfters 
außerordentlich lange Zeit, um die fünf Passagen in diesem Nährboden 
zu züchten: So bedurfte man in einem Versuch beim Hühnertuberkel- 
bazillus 9 Monate, beim Geflügeltuberkelbazillus 8 Monate zu fünf 
Passagen. Diese Feststellung ist bemerkenswert, da das Glycerin in 
den üblichen bouillonhaltigen Nährböden eine besonders günstige 
Kohlenstoffquelle für Hühnertuberkelbazillen darstellt. Das trifft 
aber offenbar nur dann zu, wenn noch andere Kohlenstoffquellen 
gleichzeitig anwesend sind. Ist Glycerin allein vorhanden, so wird es 
von dem Hühnertuberkelbazillus nicht immer erfolgreich angegriffen. 

Mannit wurde in proz. Konzentration als einzige Kohlenstoff- 
quelle vom Hühnertuberkelbazillus und Geflügeltuberkelbazillus nicht 
assimiliert. 

c) Kohlenhydrate. 

Mit Traubenzucker als einziger Kohlenstoff- und Energiequelle 
ließen sich die von uns untersuchten vier Hühnertuberkelbazillen- 
stämme nicht in Passagen züchten. Das gleiche gilt von Lävulose 
und Arabinose. 
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B. Verwertung von Stickstoffquellen. 
1. Ammoniak. 
Wie bereits aus den oben berichteten Versuchen hervorgeht., 
benutzt der Hühnertuberkelbazillus Ammoniak als Stickstoffquelle. 


2. Nitrat. 


Er gedeiht in einem Nährboden, der Acetat oder Glycerin als 
einzige Kohlenstoffquelle und Nitrat als einzige Stickstoffquelle enthält, 
gut und läßt sich in Passagen züchten. Das Wachstum ist ein be- 
sonders gutes und schnelles, wenn zwei Kohlenstoffquellen, z. B. Acetat 
und Glycerin, gleichzeitig vorhanden sind. Zu berücksichtigen ist, 
daß in diesen Versuchen mit NH, und Nitrat auch die stickstoffhaltigen 
Verunreinigungen der Brutschrankluft mitverwertet werden. 


3. Aminosäuren. 


Wie bei der Untersuchung des Stoffwechsels der säurefesten Sapro- 
phyten und der Kaltblütertuberkelbazillen gingen wir auch hier bei 
der Prüfung der Aminosäuren so vor, daß wir sie in einer Versuchsreihe 
als einzige Stickstoff- und Kohlenstoffquelle, in einer zweiten Versuchs- 
reihe nur als Stickstoffquelle den Bakterien dargeboten haben, indem 
wir in den letzteren Versuchen eine zweite Kohlenstoffquelle, und zwar 
Natriumacetat hinzufügten. Es wurden folgende Aminosäuren unter- 
sucht: Glykokoll, d-Alanin, Asparaginsäure, Asparagin, l-Leucin und 
I-Tyrosin. Der Nährboden enthielt in 100 cem destillierten Wassers 
0,5g NaCl, 0,2g Phosphatgemisch, 0,005 g Magnesiumsulfat und 0,5 g 
Aminosäure (bei l-Tyrosin 0,05 g). 


Der Hühnertuberkelbazillus und der Geflügeltuberkelbazillus 
konnten in einem solchen Nährboden mit Glykokoll, mit d-Alanın, 
mit asparaginsaurem Natrium, mit Leucin und mit Tyrosin als einzige 
Stickstoff- und Kohlenstoffquelle nicht auskommen (Long). Wir hatten 
zwar manchmal den Eindruck, als ob ein geringes Wachstum statt- 
gefunden hätte, Passagen ließen sich aber niemals durchführen. Enthielt 
die Nährflüssigkeit neben der Aminosäure noch Lé Proz. Nairiumacetai 
als zweite Kohlenstoffquelle, so ließen sich der Hühnertuberkel- und 
der Geflügeltuberkelbazillus mit diesen Aminosäuren züchten. Das 
Wachstum war manchmal kein besonders üppiges und ließ längere 
Zeit auf sich warten. Doch bei längerer Bebrütung trat immer ein ` 
stärkeres Wachstum auf und Passagen ließen sich ohne Schwierigkeiten ` 
durchführen. Wir müssen allerdings wiederum darauf aufmerksam | 
machen, daß die hier untersuchten Mikroorganismen die slickstoff- 
haltigen Verunreinigungen der Brutschrankluft mit verwerten. 
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4. Andere organische Stickstoffverbindungen. 

Von diesen haben wir Harnstoff und Harnsäure untersucht. 

Harnstoff in proz. Konzentration wurde von dem Hühner- 
und Geflügeltuberkelbazillenstamm auch dann nicht verwertet, wenn 
Acetat als zweite Kohlenstoffquelle vorhanden war. 

Das harnsaure Natrium als einzige Stickstoff- und Kohlenstoffquelle 
wurde von diesen Mikroorganismen gleichfalls nicht angegriffen. Der 
Nährlösung setzten wir so viel harnsaures Natrium zu, daß sie gesättigt 
war. War außerdem Acetat zugesetzt, so ließen sich Kulturen in 
Passagen gewinnen. Hier könnte gleichfalls dieselbe Fehlerquelle vor- 
liegen, die wir bei den Aminosäuren erwähnten. 

Alle Versuche mit Stickstoffquellen müssen deshalb mit gereinigter 
Brutischrankluft überprüft werden. 

Über den Mineralstoffwechsel der Hühnertuberkelbazillen wird 
später im Zusammenhang mit anderen Warmblütertuberkelbazillen 
berichtet werden. 

Überblicken wir den Verwendungsstoffwechsel der Hühnertuberkel- 
bazillen und vergleichen ihn mit dem der säurefesten Saprophyten 
und mit dem der Kaltblütertuberkelbazillen, so ergibt sich, daß die 
Hühnertuberkelbazillen einen engeren Verwendungsstoffwechsel besitzen 
als die säurefesten Saprophyten und die Kaltblütertuberkelbazillen, da sie 
nicht alle Stoffe, die diese zu verarbeiten imstande sind, unmittelbar an- 
greifen können. Die Tabellen I und II geben eine Übersicht über 
den Kohlenstoff- und Stickstoffverwendungsstoffwechsel der Hühner- 
tuberkelbazillen im Vergleich zu dem des Timotheebazillus und des 
Blindschleichentuberkelbazillus. 

In der folgenden Mitteilung werden wir die Nahrungsbedürfnisse 
des menschlichen und des bovinen Tuberkelbazillus besprechen. 


Tabelle I. 

Die Assimilierbarkeit verschiedener Kohlenstoffquellen durch die Hühner- 
tuberkelbazillen. Zum Vergleich ist der Kohlenstoffstoffwechsel des Blind- 
schleichentuberkelbazillus und des Timotheebazillus beigefügt. 
Zeichenerklärung: + bedeutet Wachstum in Passagen; 0 bedeutet kein 
Wachstum; + ? bedeutet Wachstum gelegentlich feststellbar, aber nicht 
EES ; 0? bedeutet geringes Wachstum in der ersten Passage, aber 
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Tabelle I. (Fortsetzung.) 
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Tabelle II. 


Assimilierbarkeit verschiedener Stickstoffquellen durch die Hühnertuberkel- 

bazillen. Zeichenerklärung wie Tabelle I. Zum Vergleich ist der Stickstoff- 

verwendungsstoffwechsel des Blindschleichentuberkelbazillus und des 
Timotheebazillus beigefügt. 
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Zur Analyse der frühtreibenden Wirkung des Warmbades. 


Von 
Karl Boresch. 


(Aus dem Laboratorium für Pflanzenernährung der landwirtschaftlichen 
Abteilung der Prager deutschen technischen Hochschule in Tetschen- 
Liebwerd.) 


(Eingegangen am 17. Oktober 1924.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In der gärtnerischen Praxis hat sich das Warmbadverfahren als 
eines der einfachsten Mittel zum Frühtreiben ruhender Pflanzenorgane, 
vor allem der Winterknospen, eingebürgert. Die biochemischen Ursachen 
dieser auffälligen Entwicklungsanregung durch das Warmbad sind bis 
heute ebenso unbekannt wie jene primären Veränderungen im Stoff- 
wechsel ruhender Pflanzen, die durch andere Frühtreibmethoden 
bewirkt werden oder auch im natürlichen Entwicklungsgang sich durch 
die Überwindung der Ruheperiode kundtun. Die einfachste Annahme, 
die wir in Hinblick auf die Erforschung dieser Prozesse machen können, 
ist die von der Identität derselben, ob nun die Entwicklungsanregung 
im natürlichen Rhythmus erfolgt oder künstlich durch Anwendung 
irgend eines der vielen Frühtreibverfahren erzielt wird. So könnte 
denn ein Vergleich der vielen Methoden des Frühtreibens, die bis heute 
bekannt geworden und von einer schier verwirrenden Mannigfaltigkeit!) 
sind, durch Herausschälen jener mutmaßlich gemeinsamen Teilwirkung, 
die wir auf Grund unserer heutigen Kenntnisse des pflanzlichen Stoff- 
wechsels allen Methoden zusprechen dürften, künftiger Forschung die 
Richtung geben. Die erwähnte Vielseitigkeit, ja fast Gegensätzlichkeit 
der beschriebenen Frühtreibverfahren läßt dieses Beginnen fast 
hoffnungslos erscheinen, und doch dürfen wir vom Gesichtspunkt der 
Denkökonomie den Gedanken einer einheitlichen Wirkung aller Treib- 
mittel so lange nicht fallen lassen, als eine Überbrückung dieser an- 
scheinenden Gegensätzlichkeit möglich erscheint. Andererseits aber 
schränkt gerade die Verschiedenartigkeit der Treibverfahren die vor- 
handenen Möglichkeiten immer mehr ein, und von diesem Standpunkt 
aus ist eine jede neue Erfahrung zu begrüßen. Freilich setzt dieses 
Unternehmen voraus, daß die einzelnen Methoden des Frühtreibens 


1) Übersicht bei F. Weber in Abderhalden, Handb. d. biol. Arbeits- 
methoden, Abt. XI, Teil 2, S. 591, 1922. 
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einer genauen Analyse unterworfen werden, um sie für einen gemein- 
samen Erklärungsversuch heranziehen zu können. 

Im folgenden geschieht dies für die Warmbadmethode, die be- 
kanntlich darin besteht, daß man die zu treibenden Pflanzenorgane 
für 9 bis 12 Stunden in lauwarmes Wasser von 30 bis 40°C eintauchen 
läßt und dann unter günstige Wachstumsbedingungen bringt. Das 
lauwarme Bad stellt einen Komplex verschiedener Faktoren vor, über 
deren Bedeutung für das frühe Austreiben sich Molisch!), dem die 
erste wissenschaftliche Bearbeitung der Warmbadmethode zu ver- 
danken ist, dahin ausspricht, daß 


1l. die höhere Temperatur allein es nicht sein kann, weil ein feuchtes 
Luftbad derselben Temperatur und Dauer das Wasserbad in der Zeit vor 
dem herbstlichen Laubfall und im Herbste nicht zu ersetzen vermag. 

2. „Was die Erschwerung der Atmung (der inlaues Wasser eingetauchten 
Zweige) anlangt, so wäre es ja von vornherein nicht unmöglich, daß sie 
eine Rolle spielt. Das Wasser enthält namentlich bei höherer Temperatur 
weniger Sauerstoff gelöst als in einem gleich großen Luftinhalt vorhanden 
ist, der Ersatz des Sauerstoffs ist unter Wasser erschwert, das Sauerstofi- 
bedürfnis bei höherer Temperatur besonders groß. Daher muß in den Zweigen 
und deren Knospen Sauerstoffnot eintreten und wenn dies zu lange dauert, 
so leiden die Knospen leicht Schaden. Aus diesem Grunde soll man nicht 
länger baden als unbedingt notwendig ist. Nach Versuchen, die ich mit 
Zweigen verschiedener Pflanzen (Corylus, Salix) gemacht habe, scheint 
aber die Sauerstoffnot keine oder nur eine unbedeutende Rolle zu spielen.‘ 

3. Die Wasseraufnahme und die damit verbundene Quellung der 
Membranen und Zellinhaltsbestandteile im Warmbade, der Molisch früher 
den Hauptanteil zusprach, kann es auch nicht sein, weil die Pflanzen nur 
wenig Wasser (0,7 bis 1,9 Proz.) aufnehmen, ebenso die Knospen. 

4. So legt denn Molisch das Schwergewicht auf den langen Kontakt 
mit dem lauwarmen Wasser, der als Reiz auf die Knospenentwicklung 
ähnlich wirkt wie etwa feuchte Luft auf den Laubfall, die Krümmung und 
Entstehung von Wurzeln. Durch diesen Reiz werde wahrscheinlich in 
Verbindung mit der zwar geringen, aber dennoch stattfindenden Wasser- 
aufnahme ‚jene Revolution angeregt, die zur Ausmerzung oder Verkürzung 
der Ruheperiode und damit zum Austreiben der Knospen führt. Hiermit 
werden sicherlich chemische Prozesse in Gang gesetzt‘, über deren Art 
sich vorläufig nichts bestimmtes aussagen läßt, die aber eine Ähnlichkeit 
mit jenen Veränderungen haben dürften, die das ruhende Plasma auch 
durch die Wirkung des Äthers in dem von Johannsen?) ausgearbeiteten 
Frühtreibverfahren erfährt. 

Müller-Thurgau und Schneider-Orelli?) beschäftigen sich gleichfalls 
mit der frühtreibenden Wirkung des Warmbades auf ruhende Kartoffel- 
knollen, Convallariakeime, Irisrhizome und Knospen verschiedener Holz- 
gewächse, wobei nach ihrer Auffassung der Wärme und nicht dem Wasser 
die Hauptwirkung zukomme. Die Vorerwärmung wirke teils als kurz- 


1) H. Molisch, Sitzungsber. d. Wien. Akad. 118, 637, 1909. 

2) W. Johannsen, Das Ätherverfahren beim Frühtreiben, Jena 1906. 

3) Müller-Thurgau und Schneider-Orelli, Flora 1910, N. F., 1, 309; 4, 
387, 1912. 
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dauernder Reiz durch vorübergehende Steigerung der Atmung, teils bewirke 
sie eine andauernde Schwächung des Protoplasten, wie sie auch in alten 
Kartoffelknollen eintritt und daran erkannt wird, daß die Atmungsgröße 
nicht mehr auf den ursprünglichen Betrag zurücksinkt und die Zucker- 
speicherung beträchtlich geringer wird. Die beiden Forscher sind geneigt, 
die von ihnen als erwiesen betrachtete Schwächung auch auf das Wachstum 
von Knospen zu übertragen und stellen sich vor, daß in der Zeit der Ruhe- 
periode durch die Vorerwärmung gerade jene inneren Faktoren geschwächt 
werden, die den Wachstumsstillstand während der Ruhe bedingen. Für den 
Eintritt des Wachstums könnten nicht nur Stoffwechseländerungen, sondern 
auch die Aufhebung des stabilen Protoplasmazustandes erforderlich sein. 

Iraklionow!) studierte ebenfalls an ruhenden Kartoffelknollen die 
Beeinflussung der Atmung durch das Warmbad. Nicht nur der höheren 
Temperatur, sondern auch dem Wasser müsse eine Bedeutung zugesprochen 
werden. Das Warmbad beeinflusse die enzymatischen, besonders die 
oxydativen Vorgänge, wodurch die Pflanze aus ihrer Ruhe erwache. Durch 
Aktivierung der Profermente „wird sozusagen ein Sperrhaken beseitigt, 
und der ruhende Mechanismus in Gang gesetzt (Auslösungsvorgang). 
Die frei gewordenen Enzyme funktionieren dann wie ein Schmiermittel, 
welches den Ablauf der für das aktive Leben notwendigen Reaktionen 
beschleunigt‘. 


Die vorliegenden Versuche bezweckten, auf einer breiteren Grund- 
lage zu ermitteln, welchen Anteil die von Molisch erwähnte Sauer- 
stoffnot der Knospen im warmen Wasser für den Erfolg des Warm- 
bades hat. 

Die Versuche wurden im Winter 1923/24 ausgeführt. 20 bis 25 cm 
lange Zweige eines Holzgewächses wurden in Gruppen zu je drei bis 
fünf Zweigen (meist vier) folgender Vorbehandlung unterworfen: 

I. Erste Gruppe blieb unbehandelt (Kontrolle). 

II. Zweite Gruppe wurde 8 bis 9 Stunden in Wasser von 30° C 

gebadet (Wasserbad). 
III. Dritte Gruppe verblieb dieselbe Zeit in einem wasserdampf- 
gesättigten Raume von 30°C unter normalem Luftdruck, der 
sich zwischen 737 bis 757 mm Hg bewegte (Luftbad 30°, 750 mm 
Hg). | j 

IV. Vierte Gruppe gelangte für dieselbe Zeit in einen wasserdampf- 
gesättigten Raum von 30°C, der auf ungefähr 50 mm Druck 
evakuiert wurde (Vakuum 30°, 50mm Hg). 

V. In einigen Versuchen wurden als fünfte Gruppe die Zweige auch 

der acht- bis neunstündigen Einwirkung eines auf 50 mm 
evakuierten, wasserdampfgesättigten Raumes, jedoch bei Zimmer- 
temperatur (im Durchschnitt 20°C), ausgesetzt (Vakuum 20°, 
50 mm Hg). 

Dieser Versuchsplan gestattete es, die wirksamen Komponenten 
des Warmbades in ihrer Bedeutung für den Frühtreiberfolg einzu- 


1) P. P. Iraklionow, Jahrb. f. wiss. Bot. 51, 515, 1912. 
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schätzen. Insbesondere ermöglichte es die vierte und fünfte Gruppe 
den Anteil niedriger Sauerstoffkonzentration bei hohem und niedrigem 
Sauerstoffbedürfnis am Treibeffekt des Warmbades zu erkennen. 


Zu dieser Versuchsanordnung sei noch folgendes bemerkt. Die Kontroll- 
zweige (erste Gruppe) wurden während der Versuchsdauer von 8 bis 9 Stunden 
in ein Glas mit Wasser bei Zimmertemperatur eingestellt. Die Zweige der 
zweiten Gruppe wurden mit den oberen Enden nach abwärts während 
der genannten Zeit in einem geräumigen Becherglase in Wasser unter- 
getaucht gehalten, dessen Temperatur 30°C mit kleinen Schwankungen 
nach oben und unten betrug. Höhere Warmbadtemperaturen wurden nicht 
angewendet und meistens auch keine längeren Badezeiten als 8 bis 9 Stunden, 
weil es ja nur auf den Vergleich der Wirkung des Warmbades mit der eines 
Vakuums von gleicher Temperatur und Dauer ankam. — Die Zweige der 
dritten Gruppe gelangten in einen Erlenmeyerkolben von 1 Liter Inhalt, 
die der vierten und fünften Gruppe in I-Liter-Absaugkolben. In allen drei 
Gefäßen standen die Zweige mit ihren Schnittflächen in einer etwa 0,5 cm 
hohen Wasserschicht. Als während der Versuche die Beobachtung gemacht 
wurde, daß des öfteren gerade die untersten Knospen leichter austreiben, 
was auf einer Wasserinjektion der in Wasser stehenden Zweige nach Auf- 
hebung des Vakuums beruhen konnte, wurde, um diesen auch für die höher 
inserierten Knospen nicht gänzlich auszuschließenden Einwand zu beseitigen, 
von einer Bedeckung des Bodens der Gefäße mit Wasser Abstand genommen 
und für genügende Feuchtigkeit in den Kolben durch Einstellen von wasser- 
gefüllten Proberöhrchen gesorgt, so daß die Zweige mit dem Wasser nicht 
direkt in Berührung kamen. Trotzdem war auch beidieser Versuchsanordnung 
der günstige Treiberfolg des Vakuums der gleiche, auch hier schienen die 
untersten Knospen bisweilen im Austreiben bevorzugt, so daß nicht einmal 
für das Verhalten dieser Knospen eine mögliche Wasserinjizierung als 
ausreichende Erklärung angesehen werden kann. Man könnte ferner an 
eine Treibwirkung der nahen Wundfläche denken, zumal auch gelegentlich 
an unbehandelten Zweigen vereinzelte Basalknospen austrieben. Simon!) 
hat bereits ein ähnliches, von den übrigen abweichendes Verhalten einzelner 
Knospen beim Austreiben beschrieben. 

Um in den mit der dritten und vierten Zweiggruppe beschickten Kolben 
die Temperatur von 30° zu erzielen, wurden sie in einen durchsichtigen 
Wasserthermostaten (s. Abb. 1) eingehängt, dessen Wassertemperatur 
entsprechend reguliert wurde. Der für die Aufnahme der fünften Zweig- 
gruppe bestimmte Absaugkolben fand neben dem Thermostaten Aufstellung. 
In allen Gefäßen wurde die Temperatur an durch die Stopfen festgehaltenen 
Thermometern abgelesen. Auf dem Erlenmeyerkolben III saß der Stopfen 
nur leicht auf, die Temperatur in diesem und in dem Absaugkolben IV 
war gleich und betrug meist, wie im Warmwasserbade (zweite Gruppe), 30°C. 
Weil die ganze Apparatur in einem geheizten Zimmer aufgestellt werden 
mußte, waren kleine Temperaturschwankungen in den Gefäßen unver- 
meidlich, die sich aber allen in gleicher Weise mitteilten. 

Um in dem für die vierte Zweiggruppe bestimmten Kolben durch. 
Evakuierung den Sauerstoffgehalt der Luft auf den von 30grädigem Wasser 
(Warmbad) zu bringen, ist es nötig, die mit Wasserdampf gesättigte Luft 
dieses Kolbens auf ungefähr 50 mm Quecksilberdruck, der am Manometer M 


= — —— 


1) S. Simon, Jahrb. f. wiss. Bot. 48, 1, 1906. 
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der Versuchsanordnung abgelesen wurde, herabzudrücken. Nach Winkler!) 
enthält 1 Liter luftgesättigten Wassers von 30°C nur 5,26 ccm Sauerstoff, 
während 1 Liter Luft bei 750 mm Hg 209 ccm Sauerstoff enthält. In einem 
wasserdampfgesättigten Raume von 30°C und 50mm Hg entfallen rund 
32mm auf die Wasserdampfspannung und 18 mm auf den Druck der ver- 
dünnten Luft, von welcher 1 Liter 6,4 mg entsprechend 4,5 ccm Sauerstoff 
unter normalen Bedingungen enthält. 





Der nach dem Absaugen mittels der Wasserstrahlluftpumpe W er- 
haltene Manometerstand von 50 mm hielt sich nur dann genügend lange 
auf dieser Höhe, wenn für eine tadellose Abdichtung?) der Stopfen und Ver- 
bindungsschläuche gesorgt wurde. Bei geringer Undichtigkeit der 
Apparatur, die meist in Kauf genommen werden mußte, ging der Unterdruck 
so langsam zurück, daß durch erneutes zeitweises Absaugen der Druck von 
50 mm leicht wieder erreicht wurde. Andererseits wurde durch dieses 
wiederholte Absaugen einer allfälligen Anreicherung der Kolbenatmosphäre 
an Atmungskohlensäure entgegengearbeitet. In’ den folgenden Versuchs- 
protokollen sind diese Schwankungen des Unterdruckes und der Temperatur 
angeführt. Infolge dieser unvermeidlichen Veränderlichkeit des Druckes 
und der Temperatur im Vakuum ist eine genaue Angabe seines Sauerstoff- 
gehalts nicht möglich, der aber sicherlich von der gleichen Größenordnung 
wie in Wasser von 30°C war. 

In jenen Versuchen, wo eine fünfte Gruppe von Zweigen der Einwirkung 
verdünnter Luft bei Zimmertemperatur (20°C) unterworfen war, wurde 
das Vakuum von 50 mm Hg in derselben Weise und gleichzeitig hergestellt, 
indem der zur Aufnahme dieser Zweige dienende Absaugkolben mittels 
eines T-Rohres zwischen den Kolben mit der vierten Zweiggruppe und das 
Manometer geschaltet wurde, so daß sich die meistens eintretende Ver- 
ringerung des Unterdruckes beiden Kolben in gleicher Weise mitteilte. 
Die ziemlich starken Temperaturschwankungen dieses bei Zimmertemperatur 


1) Chem. Kalender 1, 383, 1922; a auch Tabelle IIIB in Abderhalden. 
Biol. Arbeitsmethoden, 12. Abt., Heft 3, S. 576. 

2) Als ein vorzügliches Vakuumabdichtungsmittel bewährte sich die 
käufliche Modelliermasse ‚‚Plastilin‘‘, der so viel Lanolin zugemengt wird, 
daß nach gründlichem Durcharbeiten mit den Fingern eine auch bei Zimmer- 
temperatur leicht knetbare, an den Fingern schwach klebende Masse ent- 
steht. 
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aufgestellten Kolbens (16 bis 24°C) teilten sich dem wasserumspülten 
Kolben IV nicht mit. Durch einen Schraubenquetschhahn konnte der 
Kolben V von der übrigen Apparatur abgeschlossen werden. Bei 20°C und 
50mm Hg enthält 1 Liter Luft eines wasserdampfgesättigten Raumes 
etwa 12 mg Sauerstoff, also ungefähr doppelt so viel als bei 30°C. Weil 
aber die Kolben IV und V, im Falle der Beschickung beider, miteinander 
kommunizierten, dürfte es während der Dauer der Vorbehandlung zu einem 
ziemlichen Ausgleich der in ihnen herrschenden niedrigen Sauerstoff- 
konzentrationen auf eine mittlere gekommen sein. 


Vergleichsweise wurde aus später zu erörternden Gründen auch 
die aus den Versuchen von Jesenko?!) bekannte frühtreibende Wirkung 
eines Bades in verdünnten Säuren untersucht, indem Gruppen von 
meist vier Zweigen durch 8 bis 9 Stunden in verschiedenen Konzen- 
trationen von Salzsäure oder Oxalsäure gebadet wurden. 

Nach der Behandlung gelangten die ins Wasser gestellten Zweige 
in ein Warmhaus zum Austreiben. Wenn der Treiberfolg selbst des 
Warmbades in manchen Versuchen längere Zeit auf sich warten ließ 
oder sich nicht voll auswirkte, so mag dies hauptsächlich an der nicht 
immer optimalen Dauer und Temperatur des Bades gelegen haben. 

Es folgen nun in gekürzter Wiedergabe die Versuche, geordnet 
nach den verwendeten Arten. Im Kopf jedes Versuches ist der Tag 
und die Dauer der Vorbehandlung angegeben. Die in den Protokollen 
vorkommenden römischen Ziffern bezeichnen die auf S. 316 erwähnte 
Vorbehandlung der Zweiggruppen, die hinter den römischen Ziffern 
stehenden Grade C und Millimeter Hg geben die Temperatur- und 
Druckschwankungen während der Vorbehandlung an. 


Corylus Avellana, Kätzchen. 


1. Versuch. 18. Oktober 1923. 11 Uhr vormittags bis 5 Uhr nachmittags 
(6 Stunden). I. Unbehandelt-Kontrolle. II. Wasserbad 30° (30 bis 32°). 
III. Luftbad 30°, 750 mm (27 bis 28°, 759 mm Hg). IV. Vakuum 30°, 50 mm 
(27 bis 28°, 50 bis 68mm Hg). 

24. Oktober. Lockerung der Kätzchen in II. 28. Oktober. Hervor- 
brechen der Staubblätter in II und IV, in II weiter als in IV, keine Ver- 
änderung in I und III. 6. November. Langsame Weiterentwicklung in II 
und IV. I und III unverändert. In demselben Versuche der gleichen Be- 
handlung unterworfene, anthocyanführende Kätzchen einer Biluthasel 
verharrten überall in Ruhe. 

2. Versuch. 6. November 1923. 9 Uhr vormittags bis 9 Uhr nachmittags 
(12 Stunden). I. Unbehandelt. II. 29 bis 31%. III. 30 bis 32°, 743 mm Hg. 
IV. 30 bis 32%, 40 bis 70 mm Hg. 

12. November. In II Lockerung der Kätzchen, sonst keine Veränderung. 
15. November. In II Streckung der Kätzchen, in IV beginnende Lockerung, 
in I und III Ruhe. 19. November. Hervorbrechen der Staubblätter in II 
und IV, in II weiter als in IV. 26. November. Langsame Weiter- 
entwicklung in II und IV. Völlige Ruhe in I und III. Gleichzeitig mit- 
untersuchte violette Kätzchen einer Bluthasel begannen erst am 19. No- 


u 1) F. Jesenko, Ber. d. deutsch. bot. Ges. 80, 81, 1912. 
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vember in II zu treiben, am 26. November waren sie auch in IV gestreckt, 
in I und III verharrten sie in Ruhe. 

In beiden Versuchen nähert sich die frühtreibende Wirkung des 
Vakuums von 30°, 50 mm Hg der des Warmbades, ohne sie ganz zu erreichen. 
Höhere Temperatur allein ist wirkungslos. Die roten Kätzchen der Bluthasel 
lassen sich nicht so willig frühtreiben wie die der grünen Form. 


Forsythia suspensa. 

3. Versuch. 7.November 1923. 9 Uhr vormittags bis 6 Uhr nachmittags 
(9 Stunden). I. Unbehandelt. II. 28,5 bis 30,5°. III. 31 bis 31,5°, 748 mm Hg. 
IV. 31 bis 31,5%, 50 bis 60 mm He, 

26. November. In II entfaltet sich eine Blüte, in IV drei Blüten. 
In I und III Ruhe. 13. Dezember. Die Blütenentwicklung machte keine 
weiteren Fortschritte, in IV treiben zwei Gipfelblattknospen, in I und IH 
Ruhe. 17. Dezember. In II und IV je zwei Spitzenblattknospen entfaltet. 
In I und III keinerlei Entwicklung. 

4. Versuch. 28. November 1923. 10 Uhr 30 Minuten vormittags bis 
7 Uhr nachmittags (814, Stunden). I. Unbehandelt. II. 30%. III. 30°, 
743mm Hg. IV. 30°, 50 bis 140 mm Hg. 

7. Dezember. Blütenknospen in II spitzen, sonst keine Veränderung. 
9. Dezember. In II treiben fast alle Knospen, in IV viele. 13. Dezember. 
In II sind 18, in IV zehn Blüten entfaltet. In I und III herrscht Ruhe. 
17. Dezember. Blüten in II und IV abgeblüht, in I und III sind einige 
der untersten Knospen nahe der Schnittwunde der Zweige aufgeblüht, 
sonst Ruhe. 

Das Warmbad wirkte im 3. Versuch etwas schwächer, im 4. Versuch 
etwas besser als das Luftbad von 30°, 50 mm Hg. 


Syringa vulgaris. 

ö. Versuch. 7. November 1923. Versuchsdaten dieselben wie im 
3. Versuch. 

2. Dezember. In IV beginnen die unteren Knospen zu treiben, sonst 
herrscht Ruhe. 7. Dezember. In IV Brechung der Laubknospen. 13. De- 
zember. In IV sind die Blattknospen entfaltet, in II bricht eine Blüten- 
knospe auf. 17. Dezember. In IV treiben im ganzen sieben Blattknospen, 
davon sind fünf schon weit entwickelt. In II sind eine Blüten- und drei 
Laubknospen aufgebrochen. In I und III herrscht Ruhe. 

6. Versuch. 28. November 1923. Versuchsdaten dieselben wie im 
4. Versuch. 

3. Dezember. Die Knospen rühren sich überall, in II und IV stärker 
als in I und III. 7. Dezember. Die Knospen in II und IV sind länger als 
in III, hier wieder länger als in I. 9. bis 13. Dezember. Weiterentwicklung 
in demselben Verhältnis. 17. Dezember. Knospentriebe in I und III haben 
die in HI und IV eingeholt. 

Im 5. Versuch war die Wirkung des Warmbades um einiges schwächer 
als die des Luftbades von 30°, 50mm Hg, im 6. Versuch, wo der Flieder 
bereits aus der Ruhe war, bewirken beide Vorbehandlungen den gleichen, 
leichten Vorsprung in der Knospenentwicklung. 


Sambucus nigra. 
7. Versuch. 3. Dezember 1923. 10 Uhr vormittags bis 6 Uhr nach- 
mittags (8 Stunden). I. Unbehandelt. II. 30 bis 31%. III. 30 bis 31°, 
741 mm Hg. IV. 30 bis 31°, 50 bis 60 mm Hg. 
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9. bis 13. Dezember. Beginn des Treibens in II und IV stärker als in 
II und T. 17. Dezember. In II und besonders in IV haben die Knospen 
einen deutlichen Vorsprung. 4. Januar 1924. In IV schöne Blattentfaltung 
fast aller Knospen, in II und III haben sich nur die untersten Knospen 
entfaltet, die übrigen Knospen in IT und III und alle Knospen in I sind nicht 
über die allerersten Stadien des Treibens hinausgekommen. 

Das Warmbad und noch mehr das Luftbad von 30°, 50 mm Hg be- 
günstigt das Austreiben der Holunderknospen im Dezember, wo die Ruhe 
nicht mehr sehr fest zu sein scheint, weil auch die höhere Temperatur 
allein gute Wirkung zeitigt. 


Robinia Pseudacacia. 


8. Versuch. 3. Dezember 1923. Versuchsdaten dieselben wie im 
7. Versuch. 

15. Dezember. In IV Beginn des Knospentreibens, sonst überall 
Ruhe. 18. Dezember. In IV beginnende Blattentfaltung, in II Beginn des 
Treibens, in I und III noch Ruhe. 23. Dezember. In IV volle Entfaltung, 
in II Knospen in Entfaltung begriffen, in I und III Beginn des Treibens. 
4. Januar 1924. Am weitesten entwickelt IV, dann II, dann III, zuletzt I. 

9. Versuch. 3. Januar 1924. 9 Uhr 30 Minuten vormittags bis 5 Uhr 
30 Minuten nachmittags (8 Stunden). I. Unbehandelt. II. 29 his 31°. 
III. 29 bis 31°, 746mm Hg. IV. 29 bis 31°, 50 bis 70 mm Hg. V. 17 bis 
230%, 50 bis 70mm Hg. VI. Bei Zimmertemperatur 8 Stunden gebadet 
in 0,005 n Oxalsäure, VII. in 0,001 n Oxalsäure. 

4. Januar. In IV treiben die unteren Knospen, sonst Ruhe. 6. Januar. 
Knospen in IV entfalten sich, sonst Ruhe. 10. Januar. Knospen in IV 
entfaltet, in II beginnen die oberen, in V die unteren Knospen zu treiben. 
13. Januar. In IV treiben nun auch die oberen Knospen, in II auch die 
unteren, in V auch die mittleren, in III, VI und VII die untersten. 15. Januar. 
In IV Knospen entfaltet, in II in Entfaltung, in III, VI und VII weitere 
Fortschritte, in I noch Ruhe. 17. Januar. In V, VI, VII treiben nun auch 
die obersten Knospen, in I beginnt das Treiben an den oberen Knospen. 
Am wirksamsten ist IV, dann folgen V, II, VI und VII, zuletzt I. 

In einem am 11. Januar 1924 begonnenen Treibversuch mit Akazien- 
knospen bewirkten II, IV und VI eine leichte Förderung des Austreibens 
gegenüber I, III und V. 

Im 8. und noch mehr im 9. Versuch war die Winterruhe der Akazien- 
knospen nicht mehr tief, im 8. Versuch erhielten die Knospen durch das 
Luftbad von 30°, 50 mm Hg einen Vorsprung von 8, im 9. Versuch einen 
solchen von 13 Tagen in ihrer Entwicklung gegenüber den unbehandelten 
Zweigen. Günstig schnitt auch das Luftbad von 20°, 50 mm Hg ab, dann 
folgte das Warmbad, dann die durch die höhere Temperatur und die oxal- 
sauren Bäder erzielte kleine Förderung. 

Tilia parvifolia. 

10. Versuch. 5. Dezember 1923. 9 Uhr vormittags bis 5 Uhr nachmittags 
(8 Stunden). I. Unbehandelt. II. 30 bis 31°. III. 30 bis 31°, 742 mm Hg. 
IV. 30 bis 31°, 50 bis 70 mm Hg. V. bis IX. Gebadet 8 Stunden bei Zimmer- 
temperatur in Konzentrationen von 0,01, 0,005, 0,001, 0,0005, 0,0001! n HCI 
und Oxalsäure. 

Erst am 17. Januar 1924 treiben einzelne Knospen in IV schon deutlich, 
in III erster Beginn. 19. Januar. In IV und III beginnende Entfaltung, 
in I und II noch Ruhe. 21. bis 25. Januar. In IV treiben vier Knospen, 
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in III treiben fünf, in IV sind sie weiter in der Entwicklung als in III. 
In I treiben zwei Knospen, in II nur eine. Je drei Knospen entfalten sich 
an den Zweigen, die in 0,005n HCl und Oxalsäure, in 0,001n HCl und 
0,0001 n Oxalsäure gebadet worden waren, in allen übrigen Zweiggruppen 
blieb die Zahl der sich entfaltenden Knospen unter drei. Gar keine Knospe 
entwickelte sich in 0,0l n HCl. 

In einem am D Januar 1924 begonnenen Treibversuch mit Linden- 
knospen wirkte ein achtstündiges Warmbad von 30 bis 33° und ebenso das 
Vakuum von 30 bis 33°, 50 bis 140 mm Hg schädigend auf die Knospen- 
entwicklung ein. 

11. Versuch. 9. Januar 1924. 9 Uhr 30 Minuten vormittags bis 5 Uhr 
30 Minuten nachmittags (8 Stunden). I. Unbehandelt. II. 30 bis 31°. 
III. 29. bis 30,5%, 737mm Hg. IV. 29 bis 30,5%, 50 bis 70mm Hg. 
V. 17,5 bis 20°, 50 bis 70mm Hg. 

Am 25. Januar Beginn des Treibens in II und IV. 28. Januar. Beginn 
der Entfaltung in II und IV; Beginn des Treibens in III. 30. Januar. 
Entfaltung in II und IV fortgeschritten, in III die ersten Stadien des 
Treibens. In I und V Ruhe. 

Unter den Bedingungen des 10. und 11. Versuchs treiben die Linden- 
knospen erst in der zweiten Januarhälfte aus, wenn die Winterruhe ge- 
lockert ist. Im 10. Versuch begünstigt die höhere Temperatur allein und 
das Vakuum von 30°, 50 mm Hg, im 11. Versuch dieses und das Warmbad 
das Austreiben. 

Acer plaltanoules. 


Die Ahornknospen zeigten in drei Versuchen ein sehr ähnliches Ver- 
halten wie die Linde. In einem Versuche vom 9. Januar 1924 trieben die 
im Vakuum von 30°, 50 mm Hg vorbehandelten Knospen am 1. Februar, 
17 Tage vor Eintritt des freiwilligen Austreibens aus, während das Warmbad 
nur einen viertägigen Vorsprung erzielte und das Vakuum von 20°, 50 mnı 
Hg gänzlich wirkungslos war. Günstige Treiberfolge zeitigte auch das 
Baden der Zweige in 0,0l n HCl und 0,001 n ÖOxalsäure. 


Betula verrucosa. 
Die Birkenknospen verhielten sich ähnlich wie die des Ahorns. 


Aesculus hippocastanum. 


In einem Versuch vom 7. Dezember 1923 gab ein achtstündiges Warm- 
bad von 30 bis 31° und ein gleich langes Verweilen der Zweige in einem 
Vakuum von 30 bis 31°, 50 bis 60 mm Hg den Roßkastanienknospen einen 
sechstägigen Vorsprung in ihrer Entwicklung gegenüber den unbehandelten. 
Auch 0,01n HC] und 0,0005 n HCl und Oxalsäure begünstigte das Aus- 
treiben. 

Alnus glutinosa. 


12. Versuch. 7. Dezember 1923. 9 Uhr vormittags bis 5 Uhr nachmittags 
(8 Stunden). I. Unbehandelt. II. 30 bis 31°. III. 30 bis 31°, 750 mm Hg. 
IV. 30 bis 31°, 50 bis 60 mm Hg. V. bis IX. Die im 10. Versuch genannten 
sauren Bäder. 

23. Dezember. In II und IV rühren sich die Knospen, ebenso die in 
0,005 n Oxalsäure gebadeten. 27. Dezember. Mit Ausnahme von I 
Erlenkätzchen überall in Streckung, am weitesten in II und IV und 0,005 
n Oxalsäure. 4. Januar 1924. Streckung in II, IV und an den säuregebadeten 
Zweigen vollendet, weniger weit in III, Ruhe in I. 
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Alle Vorbehandlungen , kürzten die Ruheperiode der Erle ab, saure 
Bäder wirkten fast ebenso gut wie Warmbad und das Vakuum 30°, 50 mm 
Hg, etwas schwächer höhere Temperatur allein. 


Quercus pedunoulata. 

13. Versuch. 8. Dezember 1923. 10 Uhr vormittags bis 6 Uhr nachmittags 
(8 Stunden). I. Unbehandelt. II. 30°. III. 30°, 750 mm Hg. IV. 30°, 50 
bis 58mm Hg. V. bis IX. Die im 10. Versuch genannten sauren Bäder. 

4. Januar 1924. In II und IV Beginn des Knospentreibens, sonst 
überall Ruhe. 6. Januar. In II und IV Streckung der Knospen, in IV etwas 
stärker als in II. 10. Januar. Knospen in IV deutlich länger als in II, 
sonst überall Ruhe. 13. Januar. Knospen in II und IV, ferner an den 
in 0,0001n HCl und Oxalsäure gebadeten Zweigen entfalten sich, an 
Zweigen aus anderen Säurekonzentrationen strecken sich einzelne 
Knospen. In I und III herrscht Ruhe. 15. bis 17. Januar. In II und IV 
sind viele Knospen voll entfaltet, in III treiben nur zwei der untersten 
zunächst der Schnittfläche, in I alle Knospen in Ruhe. Volle Knospen- 
entfaltung auch an den mit 0,0001 n HCl und Oxalsäure behandelten 
Zweigen, an den übrigen säuregebadeten Zweigen strecken sich einzelne 
Knospen. 21. Januar. Nunmehr beginnen auch die Knospen in I und III 
zu treiben. 

Warmbad und Vakuum 30°, 560mm Hg verkürzten die Ruhe der 
Eichenknospen um 17 Tage, das Baden der Zweige in 0,0001n HCl und 
Oxalsäure um mindestens 8 Tage gegenüber den der bloßen Einwirkung 
einer Temperatur von 30° unterworfenen und den unbehandelten Zweigen. 

In einem anderen, am 7. Januar 1924 begonnenen Versuch vermochte 
das Warmbad und das Vakuum von 30°, 50 mm Hg den Eichenknospen 
nur noch einen zweitägigen Vorsprung vor den unbehandelten Knospen 
zu geben. 

Ulmus” campestris. 

14. Versuch. 10. Dezember 1923. 9Uhr 30 Minuten vormittags bis 
5 Uhr 30 Minuten nachmittags (8 Stunden). I. Unbehandelt. II. 30 bis 
31°. III. 30 bis 31°, 755 mm Hg. IV. 30 bis 31°, 50 bis 58mm Hg. V. bis 
IX. Die im 10. Versuch genannten sauren Bäder. 

27. Dezember 1923. In II, IV und an den in 0,0005 n HCl gebadeten 
Zweigen beginnen die Knospen zu treiben. Sonst überall Ruhe. 4. Januar 
1924. Entialtung einzelner Knospen in II, IV, 0,001 und 0,0005 n HC). 
Sonst überall Ruhe. 6. Januar. Einzelne Knospen beginnen nun auch 
in I und III sich zu rühren, ebenso an den in Säuren der übrigen Kon- 
zentrationen gebadeten Zweigen. 

Im 14. Versuch erlangten die Warmbad-, Vakuum- und die in 0,0005 n 
gebadeten Ulmenknospen einen 10tägigen Vorsprung vor den unbehandelten. 


Fraxinus excelsior. 


15. Versuch. 10. Dezember 1923. Versuchsdaten dieselben wie im 
14. Versuch. 

10. Januar 1924. In IV treiben die im mittleren Teil der Zweige 
inserierten Knospen. Sonst überall Ruhe. 13. Januar. In IV sind die 
Knospen voll entfaltet. Sonst Ruhe. 17. Januar. In IV sind alle Knospen 
mit Ausnahme der obersten entfaltet, in II und an einzelnen säuregebadeten 
Zweigen treiben einzelne Knospen. Am 15. Februar waren entfaltet in I eine, 
in II sieben, in III drei, in IV sieben Knospen, unter den säuregebadeten 
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trugen die Zweige aus 0,01n HCl und jene aus 0,001 n HCl und Oxalsäure 
fünf bzw. vier entfaltete Knospen, die übrigen weniger. 

16. Versuch. 7. Januar 1924. 9 Uhr 30 Minuten vormittags bis 5 Uhr 
30 Minuten nachmittags (8 Stunden). I. Unbehandelt. II. 29 bis 33°. 
III. 29 bis 31°, 749 mm Hg. IV. 29 bis 31°, 50 bis 60 mm Hg. V. 16 bis 
24°, 50 bis 60 mm Hg. 

23. Januar. In IV beginnt die Knospenentfaltung, sonst überall 
Ruhe. 25. bis 28. Januar. In IV schreitet die Knospenentfaltung weiter 
fort, in V beginnt sie. Sonst Ruhe. 30. Januar. Volle Entfaltung aller 
Knospen in IV und V, in II brechen die Knospen auf, in I beginnen sie sich 
zu rühren, in III ruhen sie noch. 

17. Versuch. 10. Januar 1924. 9 Uhr 30 Minuten vormittags bis 5 Uhr 
30 Minuten nachmittags (8 Stunden). I. Unbehandelt. II. 30 bis 32°, 
III. 29 bis 31°, 745 mm Hg. IV. 29 bis 31°, 50 bis 80 mm Hg. V. 18,5 bis 
21,5%, 50 bis 80mm Hg.. VI. Bei Zimmertemperatur gebadet in 0,005 
n Oxalsäure. ‚VII. In 0,001 n Oxalsäure. 

30. Januar. Beginn des Treibens in IV, sonst nirgends. 1. bis 6. Februar. 
In IV beginnende Entfaltung, sonst überall Ruhe. 8. Februar. Knospen 
in IV entfaltet, beginnende Streckung in II, sonst Ruhe. 13. Februar. 
In II treiben die Spitzenknospen, in V treibt eine mittlere und eine unterste 
Knospe ist entfaltet, in VI treiben die Spitzenknospen und auch tiefer 
inserierte. In I, III und VII herrscht Ruhe. 17. Februar. In II, IV und 
VI volle Entfaltung, in V geringe Fortschritte, in III beginnendes Treiben, 
in I und VII noch Ruhe. 24. Februar. Überall Entfaltung, auch in I und VII. 

In allen drei Versuchen übte der achtstündige Aufenthalt der Eschen. 
knospen im Vakuum von 30°, 50 mm Hg einen sehr günstigen Einfluß auf 
das frühe Austreiben derselben aus, schwächer wirkte das Warmbad und 
das Vakuum von 20°, 50 mm. Begünstigung auch durch einzelne Säure- 
bäder. Höhere Temperatur allein erzielte nur im 17. Versuch einen kleinen 
Vorsprung im Austreiben. 


` Überblickt man die Versuche, so zeigt sich einmal die schon von 
Molisch gemachte Beobachtung bestätigt, daß die höhere Temperatur 
allein die Wirkung eines lauwarmen Bades nicht zu ersetzen vermag. 
Entweder verhalten sich die der bloßen Einwirkung höherer Temperatur 
ausgesetzten Zweige wie die unbehandelten Kontrollzweige oder ist, 
wenn die Ruheperiode der Winterknospen ihrem Ende entgegengeht, 
eine gewisse günstige Wirkung der höheren Temperatur nicht zu ver- 
kennen, die aber jene des Warmbades nicht erreicht, das selbst wieder 
bei sehr fortgeschrittener Jahreszeit das Austreiben der Knospen sogar 
benachteiligen kann. 

Anders hingegen die erhöhte enpu im Verein mit einer 
Verminderung der Partiärpressung des Luftsauerstoffs, die annähernd 
dem Sauerstoffgehalt lauwarmen Wassers (Warmbad) entspricht. Die 
frühtreibende Wirkung des Luftbades von 30°C und 50mm Hg auf 
ruhende Winterknospen kommt ungefähr der des Warmwasserbades 
gleich, so daß in der durch das Warmbad verwirklichten Kombination 
der höheren Temperatur mit der Sauerstoffarmut des Wassers die 
Ursache für die frühtreibende Wirkung des Warmbades erblickt werden 
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darf. Bei Zimmertemperatur ist der Treibeffekt des Vakuums von 
50mm Hg schon deutlich schwächer, zum Teil kommt er gar nicht 
zum Ausdruck. Dafür, daß auch bei solchen niedrigen Temperaturen 
gute Frühtreiberfolge an ruhenden Winterknospen erzielt werden 
könnten, wenn der Sauerstoffgehalt noch mehr herabgesetzt würde, 
sprechen vielleicht jene Versuche Webers!), in denen es ihm gelang, 
ruhende Knospen durch mehrstündigen Aufenthalt in einer Stickstoff-, 
Kohlensäure- oder Woasserstoffatmosphäre zu einem früheren Aus- 
treiben zu bringen. 

Die höhere Temperatur des Warmbades und des Vakuums von 
50 mg Hg erhöht durch Steigerung der Atmung den Sauerstoffbedarf 
der Knospen, der jedoch infolge des Sauerstoffmangels nicht voll 
gedeckt werden kann, so daß Sauerstoffnot entsteht. Wir hätten dann 
hier ähnliche Verhältnisse, wie sie Pütter?) bei poikilothermen Tieren 
des näheren studiert hat. Bei der reinen Hautatmung von Fröschen 
und Blutegeln nimmt der Sauerstoffverbrauch ab, weil die Sauerstoff- 
versorgung bei normalem Sauerstoffdruck den erhöhten Bedarf nicht 
zu decken vermag, so daß es zur Bildung von unvollständig oxydierten 
Produkten und damit zu einer Schädigung der Zellen kommt. 

Schon Nabokich?) hat den Gedanken ausgesprochen, daß bei 
nicht zu lange andauernder anoxybiotischer Atmung in geringer Menge 
entstehende Stoffe das Wachstum stimulieren könnten. Diesen Ge- 
danken hat dann Weber?) aufgegriffen, um damit die Wirkung gewisser 
Frühtreibmittel, der Stickstoff-- Kohlensäure- und Wasserstoff- 
atmosphäre, des Acetylens und anderer Narkotika (Verworns Erstickungs- 
hypothese), eventuell auch des Warmbades, der Trockenheit und der 
niederen Temperaturen dem Verständnis näher zu bringen. Die durch 
die genannten Mittel bewirkte Lähmung oder Herabsetzung der Atmung 
führe später sekundär zu einer Atmungssteigerung, die bei der gleichfalls 
die Ruheperiode abkürzenden Verletzung ruhender Knospen sofort 
prımär auftrete und somit als das wirksame Prinzip beim Frühtreiben 
jn beiden Fällen angesehen werden könnte. Nicht sehr wahrscheinlich 
erscheint ihm die Möglichkeit, die sekundäre Steigerung der Atmungs- 
intensität nach vorangegangener Lähmung mit einer raschen und voll- 
ständigen Oxydation von leicht oxydablen, während der Lähmungs- 
periode angehäuften Stoffen zu erklären, wahrscheinlicher dünkt ihm 
in Anwendung der oben erwähnten Vorstellung Nabokichs die Annahme, 
„daß im Verlauf der intramolekularen Atmung während der Narkose 





1) F. Weber, Sitzungsber. d. Wien. Akad. 125, 189, 1916. 

2) A. Pütter, Zeitschr. f. allg. Physiol. 16, 574, 1914; zitiert nach 
Freund, Die Naturwiss. 11, 787, 1923. 

3) 4. J. Nabokich, Beih. z. bot. Centralbl. I, 26, 7, 1910. 

4) 1. c. 1916, S. 189. 
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gewisse Stoffe entstehen, die direkt auf das Wachstum stimulierend 
wirken". Im allgemeinen stellt sich Weber aber auf den Standpunkt, 
daß es nicht gut angeht, die Wirksamkeit der so verschiedenen Treib- 
verfahren einheitlich zu erklären. So hat er!) auch später für die 
Deutung gewisser Treibmethoden das Auftreten von Wundhormonen 
angenommen. 

Meines Erachtens aber läßt sich der Gedanke, daß unter den Be- 
dingungen der Sauerstoffnot in ruhenden Knospen bestimmte Stoffe 
entstehen, die geeignet sind, die im früheren Austreiben sich kund- 
tuende Entwicklungsbeschleunigung hervorzurufen, zu einer brauch- 
baren Arbeitshypothese ausbauen, die alle bisher bekannt gewordenen 
Treibverfahren umfaßt und ihr Wesen einheitlich zu erklären sucht. 
Eine so umfassende Hypothese könnte naturgemäß auch nicht vor 
dem Wesen der Ruheperiode selbst, vor den Ursachen ihres Eintritts 
und Aufhörens in der Natur halt machen. Dazu bedarf es aber einer 
gründlichen Durcharbeitung und Erforschung eines jeden einzelnen 
Treibverfahrens in seiner Auswirkung auf den Stoffwechsel des ruhenden 
Organs, worüber leider noch wenig bekannt ist. Weil die Wirkung der 
Treibmittel auf einzelne Knospen lokalisiert werden konnte, müssen 
die für das Austreiben verantwortlichen Umsetzungen in den Knospen 
selbst vor sich gehen. Halten wir uns zunächst an die frühtreibende 
Wirkung des Vakuums von 30° und 50 mm Hg und des ihm verwandten 
Warmbades. 


Der Einfluß verminderter Sauerstoffpressung auf den Stoffwechsel 
pflanzlicher Organe ist schon oft untersucht worden. Diese Forschungen ?) 
suchten vor allem die Grenzen festzustellen, bei denen die anaerobe 
(intramolekulare) Atmung unterstützend eingreift, und beschäftigten sich 
besonders mit dem Auftreten des anaeroben Spaltungsproduktes, des 
Alkohols. W. P. Wilson?) fand, daß die an einer erheblichen Abnahme 
der CO,-Produktion erkennbare, intramolekulare Atmung von Helianthus- 
keimlingen erst in einem Gemisch von !%/, Wasserstoff und Lie Luft 
eintritt. Sticht) konnte bei seinen Objekten im Durchschnitt bei 2 bis 
4 Proz. Sauerstoff ein auffälliges Absinken der C O,-Bildung noch nicht. 
beobachten, dagegen war der Respirationsquotient schon bei 3 bis 4 Proz. 
Sauerstoff beträchtlich zugunsten der CO,-Ausscheidung geändert, ein 
Zeichen für die Zugesellung der anaeroben Atmung. Wir dürfen also an- 
nehmen, daß auch beim Warmbade und in unseren Treibversuchen mit 
einem Vakuum von 30°, 50 mm Hg (etwa 6 Proz. Sauerstoff) die Bedingungen 
für das Hinzutreten anoxyvbiotischer Atmung nahezu erfüllt sind, die sich 
vermutlich weniger im Auftreten von Speltprodukten (Alkohol) als von 
unvollständig oxydierten Stoffen kundtun dürfte. K 


1) F. Weber, Ber. d. deutsch. bot. Ges. 40, 148, 1922; 42, 111, 1924. 
2) Literatur bei Czapek, Biochemie der Pflanzen 8, 32ff., 1921. 
3) W. Pfefter, Unters. bot. Inst. Tübingen 1, 655, 1885. 
4) C. Stich. Flora 74, 1, 1891. 
Biochemische Zeitschrift Band 153. 29 
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Schon der in pflanzlichen Organen bei Sauerstoffmangel so verbreitet 
auftretende Alkohol stellt ein Stoffwechselprodukt der anaeroben Atmung 
dar, das unter Umständen für den Treiberfolg verantwortlich gemacht 
werden könnte. Denn Jesenko (l. c.) fand, daß 0,5- bis 1 volumproz. Äthy!- 
alkoholbäder ein früheres Austreiben der Knospen bedingen. Es wäre 
also kein gleichgültiger Befund, wenn im Warmbade oder im Vakuum 
Alkohol in den ruhenden Knospen gebildet würde. 

Je 20g frische Haselnußkätzchen verblieben 14 Stunden in einem 
auf 40 mm Hg evakuierten Luftraum bei 30° und einem unter normalem 
Luftdruck stehenden Raume von 30°. Jede Portion gelangte dann in mit 
150 cem Wasser gefüllte Destillierkolben. Nach Übergehen des ersten Drit:tels 
wurde die Destillation eingestellt. Weder mit dem Geruche, noch nach 
der Schlierenbildung war das Auftreten von Alkohol im Destillate zu er- 
kennen, auch die üblichen Reaktionen der Esterbildung mit Essigsäure 
und Benzoylchlorid fielen negativ aus, ausgenommen die allerdings nicht. 
eindeutige Liebensche Jodoformreaktion, die aber auch die bei 30° unter 
gewöhnlichem Luftdruck gehaltenen Kätzchen ergaben. Doch werden 
diese Versuche noch zu wiederholen sein. 


Wenn also im Vakuum von 50 mm Hg und bei 30° Alkohol über- 
haupt gebildet wird, dann kann es sich nicht um größere Mengen 
handeln, wie sie z. B. in Früchten im sauerstofffreien Raume gebildet. 
werden!). Aber selbst wenn durch Variierung der Versuchsbedingungen 
namhaftere Alkoholbildung in den Knospen bei Sauerstoffnot eintreten 
würde, so muß nicht erst auseinandergesetzt werden, daß die allgemeine 
Anwendung eines solchen Befundes zur Deutung anderer Treibverfahren 
oder gar des Eintritts und Ablaufs der Ruheperiode im natürlichen 
Entwicklungsrhythmus auf große Schwierigkeiten stoßen würde. 

Auf das mögliche, ja wahrscheinliche Auftreten anderer Körper 
unter den Bedingungen einer für den normalen Stoffwechsel unzu- | 
reichenden Sauerstoffspannung scheint weniger geachtet worden zu 
sein. Zu denken wäre da vor allem an die Bildung organischer Säuren, 
die bei Tier und Pflanze als Produkte unvollständiger Oxydation an- 
gesehen werden. 

Warburg?) beobachtete, daß die Entsäuerung der Blätter der Suk- 
kulenten und anderer Pflanzen im Lichte und im Dunkeln bei höherer 
aber auch bei gewöhnlicher Temperatur durch Sauerstoffausschluß ge- 
hemmt wird, doch deutete er diese Verringerung des Säureabbaues nicht 
im Sinne einer durch den Sauerstoffmangel vermehrten Säureproduktion. 
Für die nächtliche Säurebildung der Sukkulenten aber scheint eine gewisse | 
Sauerstoffkonzentration optimal zu sein, da sie in einer Wasserstoff- 


atmosphäre oder im luftleeren Raume sehr geschwächt wird, während 
bei entsprechender Verdünnung der Luft mit Wasserstoff?) sogar mehr 


1) Verschiedenheiten in der Menge des gebildeten Alkohols; P. Boysen- 
Jensen, Kgl. Danske Vidensk. Selsk. Biolog. Meddel. 4, 1, 1923; ref. Bot. 
Centralbl. 4, 39, 1924. 

2) O. Warburg, Tübinger Untersuchungen 2, 53, 1886/88. 

3) Die angewandten Verdünnungen betrugen: u H + !o O, 
EI? H + Lion Luft, 34 H + Y, O, IB Lg H + Log Luft. 





Analyse der frühtreibenden Wirkung des Warmbades. 327 


Säure als in unverdünnter Luft gebildet wird, eine Beobachtung, die be- 
sonders in Hinblick auf unsere Versuche mit einem Vakvum von 50 mm Hg 
Bedeutung besitzt. Andererseits scheint ein Überschuß von Sauerstoff 
die Säurebildung zu hemmen. Nach Stoklasa und Ernest!) scheiden die 
Wurzeln verschiedener Pflanzen bei Ersatz der Luft durch ein aus 94 Proz. 
Stickstoff und 6 Proz. Sauerstoff bestehendes Gasgemisch organische 
Säuren aus, und im Zusammenhange damit gibt Stoklasa?) an, daß sich 
der ?g-Wert von Wurzeln, die in einer Bodenluft von nur 8 bis 10 Proz. 
Sauerstoff atmen, nach der sauren Seite hin verschiebt. Bei Tieren führt 
nach den Untersuchungen von Weinland und Lesser?) an Ascaris und 
Lumbricus die Aufspaltung des Zuckers unter anaeroben Bedingungen 
zur Bildung von Fettsäuren. Betreffs des Übergangs des Zuckers in or- 
ganische Säuren bestehen verschiedene chemische Möglichkeiten, auf die 
hier nicht näher eingegangen werden soll. 


Es lag mir nun daran, zu zeigen, daß auch in dem von mir zum 
Frühtreiben verwendeten Vakuum von 50mm Hg und 30° die Be- 
dingungen zu einer Vermehrung der Pflanzensäuren infolge des zwar 
erhöhten, aber unbefriedigten Sauerstoffbedarfs erfüllt sind. | 

Ein günstiges Objekt schienen für diese Versuche die Haselnuß- 
kätzchen zu sein, ein Material, das in der Hauptsache aus ruhenden 
Knospen, auf die es ja vornehmlich ankommt, besteht. Leider läßt 
sich in den aus ihnen gewonnenen Extrakten die Gesamtsäure durch 
Titration nicht genau ermitteln, weil die ursprünglich hell bräunlich- 
gelb gefärbten Auszüge auf Zusatz der Lauge bei Annäherung an den 
Neutralisationspunkt so dunkelbraun werden, daß der Farbenumschlag 
des Phenolphthaleins nach Rot nicht wahrgenommen werden kann. 
Auch durch Tüpfeln auf Lackmuspapier war die Feststellung des 
Neutralisationspunktes sehr unsicher. Vielleicht werden andere 
Methoden zum Ziele führen. 

Daß aber durch ein höher temperiertes Vakuum die Bedingungen 
zu erhöhter Säurebildung überhaupt gegeben sind), ließ sich durch 
die folgenden, mit den Blattstielen der Kapuzinerkresse ausgeführten 
Versuche zeigen. Vorversuche ergaben, daß die in der Symmetrie- 
ebene des Blattes der Länge nach genau halbierten Blattstiele Extrakte 
siefern, die sich in ihrem Säuregehalt nicht unterscheiden. 

Je 30 Blattstiele von Tropaeolum maius von 12cm Länge (Frisch- 
gewicht 16 bis 18g) wurden ihrer Blattspreite beraubt und, wie erwähnt, 


tunlichst genau längshalbiert. Die beiden Längshälftengruppen wurden, 
nachdem der an den Schnittflächen haftende Saft durch halbstündiges 


1) J. Stoklasa und A. Ernest, Jahrb. f. wiss. Bot. 46, 55, 1908. 

2) J. Stoklasa, Ber. d. deutsch. bot. Ges. 42, 183, 1924. 

3) Zitiert bei A. Pütter, Vergleich. Physiol. Jena 1911, S. 47 und 210. 

t) Versuche, durch einen Farbenumschlag des Anthocyans in violetten 
Blütenblättern (Geranium pratense, Ballote nigra, Vicia Cracca, Cirsium 
arvense) eine erhöhte Säurebildung im temperierten Vakuum nachzuweisen, 
führten bisher zu keinem positiven Ergebnis. 


22 * 
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Auswässern abgespült worden war, durch Einwerfen in siedendes Wasser 
abgetötet und auf dem heißen Wasserbade mehrere Stunden wiederholt 
auslaugen gelassen. Die so erhaltenen Extrakte wurden filtriert, die Filtrate 
nach dem Abkühlen auf 100 ccm aufgefüllt. Je 50 ccm dieser Filtrate 
verbrauchten bei der Titration mit 0,1n Natronlauge und Anwendung 
von Phenolphthalein als Indikator: 


l. Vorversuch: 1. Hälfte 0,90 eem, 2. Hälfte 0,90 cem, 
2. 39 1. IT 0,80 „ 2. sn 0,80 sn 


der Lauge. Bei diesem Verfahren, das zur Gewinnung klarer Extrakte 
führt, wird der weitaus größte Teil der in den Blattstielhälften vorhandenen 
freien, nicht flüchtigen Gesamtsäure gewonnen. Nachheriges Verreiben 
der ausgelaugten Blattstielhälften mit Quarzsand und neuerliche Extraktion 
mit heißem Wasser lieferte Extrakte, die nur noch sehr wenig Säure ent- 
hielten. Im 2. Vorversuch verbrauchten diese zweiten auf 100 cem auf- 
gefüllten Extrakte beider Hälften gleichviel und nur 0,08cem 0,In NaOH 
pro 50 ccm Extrakt. 


Zur selben Zeit, Mitte August, gelangten die in gleicher Weise erhaltenen 
Längshälften von je 30 Blattstielen der Kapuzinerkresse in die Kolben III 
und IV der auf S. 317 skizzierten Versuchsanordnung. Die Gefäßwände 
wurden hier und im folgenden vor der Beschickung mit Wasser bloß an- 
gefeuchtet, die geringe am Boden des Kolbens sich während des Versuchs 
ansammelnde Flüssigkeit wurde mit dem betreffenden Extrakt vereinigt. 
Nach verschieden langer Einwirkung der höheren Temperatur und niedrigen 
Sauerstoffspannung wurden die beiden Proben wie oben extrahiert und die 
Auszüge titriert. Je 50 ccm der 100 cem betragenden Extrakte verbrauchten 
an 0,1n NaOH: 


l. Versuch. Die Blattstielhälften befanden sich 80 Stunden bei 29 
bis 34,5°C im 


Kolben III unter normalem Luftdruck. . . . . 0,80 eem 
ss IV „36 bs 70mm Hg . . ....19 „ 


2. Versuch. Die Blattstielhälften befanden sich 10 Stunden bei 32,5 
bis 33°C ım 


Kolben III unter normalem Luftdruck `, . . . . 0,98 cem 
ge IV „ 40 bis 46mm Hg . ..... 1380 „ 


3. Versuch. Die Blattstielhälften befanden sich 5 Stunden bei 3! 
bis 31,5°C im 


Kolben III unter normalem Luftdruck. . . . . 0,78 ccm 
an IV ,„ 40 bis 56mm Hg......088 „ 


Aus den fettgedruckten Zahlen der verbrauchten Kubikzentimeter 
O,1n NaOH ist ersichtlich, daß das Verweilen der Blattstiele bei höherer 
Temperatur und vermindertem Luftdruck zu einer deutlichen Vermehrung 
der freien nicht flüchtigen Gesamtsäure führte, die um so größer ist, je 
länger die Einwirkung des Vakuums währte. Im 1. Versuch hat sich der 
Säuregehalt verdoppelt. Auch die Turgeszenz der Blattstielhälften nahm 
um so mehr ab, je länger sie der Einwirkung des temperierten Vakuums 
ausgesetzt waren. Im l. Versuch hatten sie sich sogar braun verfärbt, 
vielleicht eine Folge der über die Norm vermehrten Säure. Das gleiche 
Verhalten erwähnt Warburg (l.c.) für Blätter von Sukkulenten. 
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Höhere Temperatur allein, der auch eine richtige frühtreibende Wirkung 
nicht zukommt, führt eine derartige Erhöhung des Säuregehalts nicht herbei, 
im Gegenteil, die Säure nimmt in Übereinstimmung mit den Angaben von 
Warburg (l. c.), Aubert!) u.a. mit Erhöhung der Temperatur ab. 


Die Längshälften von 30 Tropaeolumblattstielen wurden in die 
Kolben HI und V (s. die Versuchsskizze), die aber diesmal nicht evakuiert 
wurden, getan, nach 24 Stunden extrahiert, die Extrakte auf 100 ccm auf- 
gefüllt. Je 50 ccm derselben verbrauchten an 0,In NaOH: 


l. Versuch: Kolben III, 33 bis 36° C..... 0,88 cem, 
„o V, 21,5 „ 23C..... 0,98 ,, 

2. Versuch: „ DL 29,5 „ 300°C... .. 0,70 „ 
» V, 195 „ 20C..... 0,80 ,, 


Andererseits vermag auch ein Vakuum von etwa 50 mm Hg bei Zimmer- 
temperatur den Säuregehalt der Tropaeolumblattstiele nicht beträchtlich 
zu steigern. 


Die Längshälften von 30 Tropaeolumblattstielen gelangten in den vom 
Kolben IV abgeklemmten Kolben V und in einen unter gewöhnlichem 
Luftdruck stehenden Kolben. Die Blattstielhälften verweilten darin 
30 Stunden bei 20 bis 23°C. Je 50 ccm der auf 100 cem aufgefüllten Extrakte 
verbrauchten an 0,1n NaOH: 


Kolben V unter 40 bis 76mm Hg. . .... . 0,78 cem, 
„» unter normalem Luftdruck . . . . . 0,78 „ 


Im Gegensatz zu den Blattstielen aus dem höher temperierten Vakuum 
(IV) waren in diesem Falle die Blattstielhälften vollständig turgeszent 
und hatten ihre grüne Farbe behalten. 


Also erst durch die Kombination eines Vakuums von 50 mm Hg 
mit höherer Temperatur (Sauerstoffmangel bei erhöhtem Bedarf) 
erreicht die Ansäuerung in den Blattstielen der Kapuzinerkresse einen 
namhaften Betrag, während sie sich bei Zimmertemperatur unter den 
Bedingungen dieses Vakuums nur unbedeutend erhebt und ihr Säure- 
gehalt bei bloßer Erhöhung der Temperatur, aber normalem Luftdruck 
sogar eine schwache Abnahme erfährt. Es mag wohl kein Zufall sein, 
daß ein stark ausgeprägter Frühtreiberfolg nur dem mit einer höheren 
Temperatur kombinierten Vakuum von 50mm Hg (Bedingungen des 
Warmbades) zukommt, während das Vakuum von 50mm Hg bei 
Zimmertemperatur allein oder eine Temperatur von 30°C unter 
normalem Luftdruck allein, wenn überhaupt, so nur wenig die Ruhe- 
periode abzukürzen vermag. Wenn auch der direkte Beweis ähnlicher 
Stoffwechseländerungen in ruhenden Winterknospen noch aussteht, 
so ist es doch nicht unwahrscheinlich, daß auch diese Organe im höher 
temperierten Vakuum und daher auch im Warmbade sich ähnlich 
verhalten, indem sie ihr Atmungsmaterial nur unvollständig oxydieren 


1) E. Aubert, Rev. gen. bot. 4, Nr. 41, 1892. 
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und so mit einer erhöhten Säurebildung reagieren!). Die bekannte 
Schädigung ruhender Knospen durch ein zu langes oder zu hoch tempe- 
riertes Warmbad könnte auf die gleichen Ursachen zurückzuführen sein 
wie jene, die Tropaeolumblattstiele im Vakuum von 30°, 50mm Hg 
erleiden. 

Daß organische Säuren und Säuren überhaupt die Ruheperiode 
abzukürzen vermögen, steht fest. Jesenko?) konnte zeigen, daß das 
Baden ruhender Knospen durch mehrere Stunden in verdünnten 
Lösungen von Salz-, Schwefel-, Phosphor- oder Weinsäure, selbst in 
kohlensäurereichem Wasser die Ruheperiode abkürzt. Und weil es 
doch dabei in erster Linie auf das H-Ion ankommt, ist ein ähnlicher 
Erfolg auch bei Anwendung anderer organischer Säuren zu erwarten. 
So stellte sich auch an den von Popoff?) mit Ameisensäure, Milchsäure 
und anderen Fettsäuren injizierten Knospen ein früheres Austreiben 
gegenüber den Kontrollknospen ein, und auch unsere Versuche 10, 
12, 13, 14 und 15 lassen eine frühtreibende Wirkung von oxalsauren 
Bädern auf ruhende Knospen erkennen, die zum Teil ebensogut wie 
die eines salzsauren Bades ist oder sich gar der des Warmbades an- 
nähert. | 

Daß eine Vermehrung der Wasserstoffionen das ruhende Plasma 
zu ‚revolutionieren‘‘ vermag, ist auch von theoretischen Gesichts- 
punkten aus mehrfachen Gründen sehr plausibel. Man denke an die 
Bedeutung?), die Säuren für die Quellung und das Wachstum, die 
Wasserstoffionenkonzentration für die Fermenttätigkeit und damit 
für den gesamten Stoffwechsel besitzen mag. 

Wenn aber die vermehrte Bildung unvollständig oxydierter Stoffe 
(organischer Säuren), zustande gekommen durch gesteigerten Sauerstoff- 
bedarf bei unzureichender Deckung, als das wirksame Prinzip des 
Warmbades und des Vakuums von 30° und 50 mm Hg gelten könnte, 


1) Ob sich die erhöhte Säurebildung durch Zunahme der titrierbaren 
freien Säure im Extrakt wie bei Tropaeolumblattstielen wird ermitteln 
lassen, werden künftige Versuche lehren müssen. Sollten sich keine Unter- 
schiede in den Titerzahlen ergeben, scheint mir damit ein Gegenbeweis 
gegen die Annahme einer erhöhten Säurebildung nicht erbracht, denn es 
müßten diese Stoffwechseländerungen nicht alle Teile der Knospe mit- 
machen, sondern nur der an Masse stark zurücktretende Vegetationskegel, 
auch könnten die mehr gebildeten organischen Säuren durch vorhandene 
Basen neutralisiert oder nach Erfüllung ihrer Funktionen im Plasma sonst- 
wie verbraucht werden. 

2) F. Jesenko, Ber. d. deutsch. bot. Ges. 80, 81, 1912; Negative Er- 
gebnisse bei Salix aurita. 

3) M. Popoff, Biol. Centralbl. 48, 244, 1923. 

t) Literatur bei F. Weber, Die Naturwiss. 12, 289, 1924; Borowikow, 
diese Zeitschr. 50, 128, 1913; hingewiesen sei auch auf die älteren Unter- 
suchungen H. de Vries, Bot.-Ztg. 41, 849, 1882. 
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dann gilt es in Hinblick auf einen einheitlichen Erklärungsversuch 
des Frühtreibens überhaupt, zu untersuchen, ob dieser Moment auch 
für die übrigen bis heute bekannt gewordenen Treibmethoden diskutabel 
erscheint. 


Sehr weitgehende Verdrängung des Sauerstoffs aus der Umgebung 
der Knospen (Frühtreiben durch Aufenthalt der Zweige in einer Stickstoff-, 
Wasserstoff- oder Kohlensäureatmosphäre nach Weber) oder vielleicht 
aus den Zweigen selbst (Frühtreiben durch Einpressen von Wasser nach 
Jesenko) könnte schon bei gewöhnlicher Temperatur zu einer Sauerstoffnot 
führen. Gesellt sich zu diesem Sauerstoffmangel noch eine Atmungs- 
steigerung durch Verletzung (Wasserinjektion der Knospen mittels einer 
eingestochenen Spritze nach Weber und Jesenko), dann könnten ähnliche 
Verhältnisse wie im Wearmbade eintreten: Unzureichende Sauerstoff- 
versorgung bei erhöhtem Bedarf. 


Zu einer vermehrten Säurebildung in ruhenden Knospen könnte 
es aber auch unabhängig vom Sauerstoffgehalt dadurch kommen, daß 
gewisse äußere Eingriffe, die in der Norm bis zur Entstehung der Kohlen- 
säure führende Oxydationsvorgänge begrenzen, so daß sich höhere Säuren 
als Zwischenprodukte anhäufen. Daß niedere Temperatur eine erhöhte 
Säureproduktion zur Folge hat, ist bekannt"), ebenso die atmungshemmende 
Wirkung eines Wasserentzuges durch Trockenheit?), die gleichfalls die 
Ruheperiode abzukürzen vermag. Hierher könnte vielleicht auch die 
frühtreibende Wirkung des Kaliumceyanids gestellt werden, das als schweres 
Atmungsgift in zahlreichen Untersuchungen?) erkannt wurde und in seiner 
Wirkung so manche Ähnlichkeit mit einem Sauerstoffentzug erkennen 
läßt. Endlich könnten auch in diese Gruppe die mit Narkoticis erzielten 
Treiberfolge zählen, sofern sie die Atmung hemmen [Äther und Chloroform 
nach Johannsen, Campher, Chloralhydrat, Leuchtgas, Acetylen, Rauch 
nach Weber und Molisch, Alkoholbäder nach Jesenko*)]. 


Es gibt aber eine andere Gruppe von Treibmethoden, die sicher oder 
wahrscheinlich gerade umgekehrt eine Steigerung der Atmung hervor- 
rufen. Atmungssteigernd werden alle jene Treibverfahren wirken, die mit 
irgend einer Verletzung der Knospe verbunden sind, so das Anstechen der 
Knospen mit einer Nadel, das Entblättern, das Quetschen, zu Nekrosen 
führende Verätzungen, Erhöhung der Temperatur, die bekanntlich gegen 
Ende der Ruheperiode ein früheres Austreiben bedingen kann, vielleicht 


1) A. Mayer, Landw. Versuchsstation 18, 426, 1875; B. J. von der Ploeg, 
Justs Jahresber. 1, 287, 1879; E Aubert, l. c. 

2) Unter Umständen könnte Trockenheit aber auch den gegenteiligen 
Effekt ausüben: W. S. Iljin, Flora 16, 379, 1923. 

3) A. Mayer, Landw. Versuchsstation 28, 335, 1879; H. Schroeder, 
Jahrb. f. wiss. Bot. 44, 409, 1907; J. Loeb, diese Zeitschr. 1, 183, 1906; 
Pflügers Arch. 118, 487, 1906; O. Warburg, Die Naturwiss. 11, 159, 1923; 
diese Zeitschr. 118, 119, 1921. 

t) In diesem Zusammenhange sei auch der Angabe Irwin-Weinsteine, 
Amer. Journ. of Bot. 9, 277, 1922 gedacht, daß Äthylalkohol die C 0O,- 
Ausscheidung von BRadieschenkeimlingen unter gleichzeitiger Bildung 
organischer Säuren herabsetzt. 
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auch die Radium- und Röntgenbestrahlung!) oder als Exzitatoren der 
Zellatmung fungierende ‚Reizmittel‘‘ (Popoff), unter Umständen auch 
Narkotica, die in geringen Konzentrationen die Atmung zu steigern ver- 
mögen. 

In diesen Fällen ließe sich der Eintritt eines Sauerstoffmankos ?) 
schon aus dem Bau der Winterknospen unserer Holzgewächse sehr wohl 
verstehen. Als Überwinterungsorgane sind sie durch derbe, wasserarme °) 
Knospenschuppen gegen die Außenwelt abgeschlossen und ganz besonders 
die im Kern der Knospe liegende, oft von zahlreichen dicht aufeinander 
gepackten Blättchen eingeschlossene Achse, auf deren Streckung es ja 
beim Austreiben der Knospen ankommt. Man kann sich recht gut vor- 
stellen, daß unter solchen Verhältnissen*) der Sauerstoff der Binnenluft°) 
der Knospen im Falle einer Atmungssteigerung mangels entsprechend 
raschen Ersatzes sehr bald aufgezehrt sein wird, und es zu einer Sauerstoffnot 
infolge des erhöhten Bedarfs kommen kann. Die Anreicherung der Binnen- 
luft an Kohlensäure bei gleichzeitigem Sauerstoffverbrauch könnte also 
ebensogut einen Treiberfolg hervorrufen wie eine Kombination der von 
Weber als frühtreibend erkannten Stickstoff- und Kohlensäureatmosphäre 
in der Umgebung ruhender Zweige. Es ist aber nicht ausgeschlossen, daß 
schon die in den Gewebssäften unter diesen Umständen sich anreichernde 
Kohlensäure zu einer Ge -Anderung der in Frage kommenden Gewebe führt. 

So bleiben nur noch wenige Treibverfahren übrig, deren Anschluß 
an die in Diskussion stehende Hypothese gesucht werden muß. Einmal das 
Frühtreiben der Buche durch Licht nach Klebs®). In einer in Bälde er- 
scheinenden Arbeit von A. Niethammer wird gezeigt werden, daß dem 
Lichte nicht nur bei der Buche, sondern auch bei anderen Pflanzen eine 
große Bedeutung für das frühere Austreiben zukommt und daß sich diese 


1) Interessant erscheint in diesem Zusammenhange das von F. Weber, 
diese Zeitschr. 128, 495, 1922 beschriebene Verhalten des ‚„Oxalatnestes‘ 
am Grunde der Knospen röntgenbestrahlter Fliederzweige. Sollte die 
eintretende Nekrose eine Folge der Anhäufung von Oxalsäure sein ? 

2) M. Mirande, C. r. 175, 711, 1922 berichtet von einer Ansäuerung in 
abgeschnittenen und dem Lichte exponierten Zwiebelschalen infolge der 
Verwundung. 

3) Über die durch Wassermangel erschwerte Gasdiffusion bei W. Pfeffer, 
Pflanzenphysiologie 1, 164, 1897. 

*) In diesem Zusammenhange sei auch an die interessante, von Gassner, 
Ber. d. deutsch. bot. Ges. 29, 708, 1911; 88, 203, 207, 1915; Zeitschr. f. Bot. 
7, 607, 1915; Jahrb. f. wiss. Bot. 55, 257, 1915 mitgeteilte Beobachtung 
erinnert, daß die Samen der Graminee Chloris ciliata im nicht entspelzten 
Zustande Lichtkeimer sind, im entspelzten Zustande aber ebensogut 
auch im Dunkeln auskeimen. Der durch die dicht anschließenden Spelzen 
bedingte Mangel an Sauerstoff macht die Samen lichtempfindlich. (Ähnliches 
bei Einwirkung intermittierender Temperatur.) Das Problem der Licht- 
keimung zeigt überhaupt sehr auffällige Beziehungen zum Frühtreiben. 
Siehe auch Lehmann und Ottenwälder, Zeitschr. f. Bot. 5, 361, 1913 und 
W. A. Gardner, Bot. Gaz. 1921, 71, 249. 

" Die Binnenluft der Pflanzen pflegt schon von vornherein arm an 
Sauerstoff zu sein. Angaben darüber bei O. Warburg, Tübinger Unter- 
suchungen 2, 86ff. 

°) G. Klebs, Heidelberger Akad. d. Wiss. 1914, Math.-nat. Kl. 3. Abh. 
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Lichtwirkung durch eingeführte Photokatalysatoren deutlich verstärken 
läßt. Weil aber zu photokatalytischer Wirkung befähigte Stoffe in den 
Pflanzen allgemein schon vorhanden sind, erscheint es uns wahrscheinlich, 
daß die Wirkung des Lichtes auf das Knospentreiben den Charakter einer 
Photokatalyse hat, und damit wäre die Möglichkeit nahegerückt, daß es 
sich auch in diesem Falle um eine Steigerung von Oxydationsprozessen 
handelt. Ähnlich könnte das von Weber als frühtreibend erkannte Baden 
der Knospen in Wasserstoffsuperoxyd wirken. Vom Standpunkte einer 
Atmungssteigerung ließe sich auch der Frühtreiberfolg betrachten, den 
Weber durch Eintauchen der Zweige in eine 20proz. Kaliumnitratlösung 
oder Popoff durch Injektion ruhender Knospen mit hypertonischen Mag- 
nesium- und Mangansalzen erzielt hat, weil osmotische Einflüsse die Atmung 
zu steigern vermögen!). Abkürzend auf die Ruheperiode wirkt endlich auch 
Darreichung von Knopscher Nährlösung?), wenn auch der Grad ihrer 
Wirksamkeit kein bedeutender ist und auch einzelnen Salzen zukommt. 
Immerhin könnte auch hier an Beziehungen wie die reichlichere Bildung 
von Oxalsäure bei Ernährung von Pflanzen mit Nitraten?) gedacht werden. 

Wie man sieht, bedarf es einer gründlichen Durcharbeitung der einzelnen 
Treibverfahren, um über das Wesentliche ihrer Wirkung ins klare zu kommen. 
Dann wird es sich zeigen, ob es möglich ist, allen Frühtreibmethoden ein 
gemeinsames Agens zugrunde zu legen und damit auch ihre unterschiedliche 
Wirkung zu erklären. Sollte es sich dereinst ergeben, daß z.B. eine Er- 
höhung der Woasserstoffionenkonzentration des Plasmas den Austritt aus 
der Ruheperiode bedingt, dann wäre auch die Möglichkeit gegeben, dem 
Kernproblem, den Ursachen der Periodizität unserer Holzgewächse in der 
Natur näherzukommen. Schon heute erscheint die Vorstellung, sie könnte 
die Funktion einer autogenen pg-Änderung des Plasmas sein, nicht undenk- 
bar? 

Wenn auch im vorstehenden eine vermehrte Säurebildung als das 
wirksame Agens beim Frühtreiben in den Vordergrund gestellt wurde, 
so ist es natürlich sehr wohl möglich, daß auch andere Produkte des anaeroben 
Stoffwechsels bzw. der unvollständigen Oxydation entwicklungsbeschleuni- 
gend wirken können. Erinnert sei beispielsweise an die auffällige Zunahme 
der CO,-Produktion von Weizenkeimen, die Kostyischew und Scheloumow®) 
durch Zyminextrakte und durch Zymin vergorene Glucoselösungen er- 
zielten. Aber auch in diesen Fällen dürfte eine Ze -Anderung des Plasmas 
nicht belanglos sein. Durch Mitteilung unserer Arbeitshypothese sollte nur 


1) Maige und Nicolas, O. Warburg, zitiert bei W. S. Iljin, Flora 16, 
379, 1923. Allerdings könnte ein Weasserentzug durch hypertonische 
Lösungen auch die Atmung herabsetzen. 

2) G. Lakon, Zeitschr. f. Bot. 4, 559, 1912; O. Kühn, Jahrb. f. wiss. Bot. 
37, 1, 1917. 

3) Benecke, Bot.-Ztg. 61, 79, 1903; W. Müller, Beih. z. bot. Centralbl. 
I, 89, 321, 1922; @. Petrow, Moskau 1917, ref. in Zeitschr. f. Pflanzen- 
ernährung und Düng. 2, 317, 1923. 

4) Die Arbeit von S. K. Müra, ref. in Bot. Gaz. 72, 263, 1921, enthält 
Angaben über jahreszeitliche Änderungen der Acidität bei Äpfelbäumen, 
Anstieg derselben im November, während die Gewebe im Januar und März 
praktisch neutral sind. Doch wäre ein Einblick in die Originalarbeit er- 
forderlich. 

5) S. Kostytschew und A. Scheloumow, Jahrb. f. wiss. Bot. 50, 157, 1912. 
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dargetan werden, daß es immerhin möglich ist, die sehr verschiedenen und 
anscheinend sich widersprechenden Methoden des Frühtreibens von einem 
gemeinsamen biochemischen Gesichtspunkte zu betrachten. Auch Weber, 
dem wir die Entdeckung vieler neuer Treibmethoden verdanken, scheint 
sich, zwar von anderen Prämissen ausgehend, der hier ausgesprochenen 
Hypothese zu nähern. Nachdem er früher die Wirkung gewisser Treib- 
methoden auf die Bildung von Wundhormonen zurückzuführen versucht bat, 
schreibt er!) in seinem jüngsten Aufsatze ‚Theorie der Meristembildung‘“ 
im Anschluß an E Schülling?): „Es steht überhaupt kaum etwas im Wege, 
in den Wundhormonen einfach eine veränderte Konzentration der Wasser- 
stoffionen zu erblicken‘“. 


Zusammenfassung. 


Die frühtreibende Wirkung des Warmbades (achtstündige Ein- 
wirkung 30grädigen Wassers) auf ruhende Winterknospen einheimischer 
Holzgewächse läßt sich annähernd durch die gleichlange Einwirkung 
eines Vakuums von 30°C und 50mm Hg ersetzen. Bei dieser Luft- 
verdünnung und Temperatur enthält ein abgeschlossener wasserdampf- 
gesättigter Raum ungefähr so viel Sauerstoff wie das gleiche Volumen 
Wasser bei 30°C. Demgegenüber vermag höhere Temperatur allein 
oder ein Vakuum von 50mm Hg bei Zimmertemperatur (20°C) die 
Knospenruhe nur sehr unvollkommen abzukürzen. Als die wesentliche 
Wirkungskomponente des Warmbades ist daher die Kombination der 
höheren Temperatur mit der Sauerstoffarmut des lauwarmen Wassers 
anzusehen. Die durch Temperaturerhöhung gesteigerte Atmung führt 
zu einem erhöhten Bedarf an Sauerstoff, der jedoch nur in unzureichender 
Menge zur Verfügung steht. In der dadurch hervorgerufenen Sauerstoff- 
not ist daher das Auftreten von unvollständig oxydierten Stoffen zu 
erwarten. An Blattstielen der Kapuzinerkresse wird gezeigt, daß es 
in der Tat nur bei vereinter Wirkung höherer Temperatur und geringer 
Sauerstoffkonzentration zu einer ansehnlichen Zunahme der freien 
nicht flüchtigen Gesamtsäure kommt, während diese beiden Faktoren 
einzeln angewendet, einen solchen Effekt nicht herbeiführen können. 
Vorausgesetzt, daß das Warmbad den Stoffwechsel ruhender Winter- 
knospen in ähnlicher Weise beeinflußt, wird die Möglichkeit, daß durch 
gesteigerte Produktion organischer Säuren und die damit verbundene 
Pp-Änderung des Plasmas die Knospenentwicklung beschleunigt wird, 
nicht nur für das Warmbad, sondern auch für die sonstigen Treib- 
verfahren als annehmbar diskutiert, ohne die Mitbeteiligung anderer 
Produkte des anaeroben Stoffwechsels auszuschließen. 


1) F. Weber, Die Naturwiss. 12, 289, 1924. 
2) E. Schilling, Jahrb. f. wiss. Bot. 62, 528, 1923. 
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Mit 2 Abbildungen im Text. 


Auf die große biologische Bedeutung des hier behandelten Problems 
braucht wohl kaum hingewiesen zu werden; wissen wir doch, daß es 
sich im Pflanzen- und ganz besonders im Tierreich bei den Adsorptions- 
und osmotischen Vorgängen durch Membranen und dem Eindringen 
in einzelne Zellen vielfach um nichts anderes handelt als um Vorgänge, 
die sich an gelartigen Grenzflächen abspielen. 

So eingehend nun namentlich das Adsorptionsgebiet nach den 
verschiedensten Richtungen bearbeitet wurde, so muß man sich fast 
wundern, daß die Adsorption und Osmose an und in Gele nach der 
hier uns interessierenden Richtung so gut wie gar keine Bearbeitung 
fand. Ältere Arbeiten von Hofmeister und Spiro, von van Bemmelen 
kommen — für die hier verfolgten Ziele — nicht in Betracht, und 
ebensowenig die diesbezüglichen Arbeiten auf dem Farbstoffgebiet 
(Ruhland, Traube und Köhler und v. Möllendorf). 

Ich wurde von Herrn Prof. J. Traube veranlaßt, mich unter seiner 
Anleitung mit den hier vorliegenden Problemen zu beschäftigen, 
indem für verschiedenste wässerige Gele bei der Berührung mit 
wässerigen Lösungen namentlich oberflächenaktiver Stoffe (Säuren, 
Basen, indifferente Stoffe), ferner Kolloidlösungen und Lösungen ge- 
mischter Stoffe einerseits die Quellung der Gele, andererseits die Aufnahme 
der gelösten Stoffe in denselben als Zeitfunktion festgesetzt wurde. 

Es sei bemerkt, daß zunächst mein Landsmann, Herr Dr. T. Koga 
aus Osaka (Japan), mit dieser Aufgabe betraut wurde. Leider aber 
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war derselbe genötigt, nach etlichen Versuchen über die Aufnahme 
von Essigsäure und Buttersäure in einem Gelatinegel in die Heimat 
zurückzukehren. 


Methodik. 


Die Methodik der Versuche war höchst einfach und ist insbesondere, 
wenn es sich um Messung von Quellungen handelt, mehr zu empfehlen, als 
die gewöhnlich angewandten Methoden. 

Eine bestimmte Menge des Gelatinesols, meist 45 ccm eines 5proz. 
Gelatinesols [5 g reinste im Handel befindliche Gelatine!) in 100 cem Wasser], 
wurde in drei gleich große Kristallisierschalen vom Durchmesser 12,7 cm 
eingegossen, und einige Zeit nach erfolgtem Gelieren — gewöhnlich nach 
20 Minuten — wurde die gleiche Menge der zu untersuchenden wässerigen 
Lösung, und zwar je 30 ccm auf die Geloberfläche gegossen. Die Schalen 
wurden alsdann mit Glasplatten bedeckt. 

In der ersten Schale bestimmte man die Quellung, indem nach 3, 15, 
30, 60, 120 Minuten sowie nach 24 bzw. 48 Stunden die Abnahme des 
Lösungsvolumens durch Eingießen in einen engen Meßzylinder festgestellt 
wurde; die zweite und dritte Schale diente dazu, um nach denselben Zeit- 
intervallen die Adsorption und Osmose der vom Gel aufgenommenen 
gelösten Substanz festzustellen. 

Handelte es sich um eine Säure oder Base, so wurden aus der zweiten 
Schale nach 3, 15 usw. Minuten je 5 ccm von dem Gel abpipettiert und der 
Inhalt der Lösungen durch Titration bei den Säuren mit Hilfe von Neutralrot 
bestimmt. Bei den Lösungen indifferenter oberflächenaktiver Stoffe war 
man genötigt, die Konzentrationsänderungen mit Hilfe der von Traube 
für diesen Zweck zuerst angewandten stalagmometrischen Methode fest- 
zustellen. Hier war allerdings bei etlichen Gelen, insbesondere bei Gelatine, 
Eiweiß, Natriumcholat, nur eine sehr rohe Konzentrationsbestimmung 
möglich, insofern nämlich das Wasser aus den Gelen oberflächenaktive 
Stoffe aufnahm, welche bei den ersteren beiden Gelen wesentlich pepton- 
artigen Charakter haben. Bei dem Agar- und Kieselsäuregel ließen sich 
genauere Bestimmungen ermöglichen. 

Die dritte Schale diente dazu, um mit Hilfe der in derselben enthaltenen 
Lösung die jedesmal aus der zweiten Schale entnommene Lösungsmenge 
wieder zu ersetzen. 

Sämtliche Versuche wurden bei Zimmertemperatur, und zwar im all- 
gemeinen bei 18 bis 20°C ausgeführt. 

Um festzustellen, wie weit nach bestimmten Zeiten die Osmose in 
das Gel hinein fortschreitet, wurden in etlichen Fällen gleichzeitig Reagenz- 
glasversuche ausgeführt, in denen, wenn es sich beispielsweise um eine 
Säure handelte (Essigsäure, Buttersäure usw.) das Gel mit Neutralrot 
versetzt wurde. 

Die Berechnung der Versuchsergebnisse gestaltete sich wie folgt: 


In der ersten Spalte der weiter unten veröffentlichten Tabellen 
finden sich die Zeiten der Lösungsentnahme in Minuten bzw. Stunden. 
In Spalte 2 findet sich das nach der betreffenden Zeit noch vorhandene 
Volumen der Lösung in Kubikzentimetern, welche ein Maß der Quellung 





1) Der geringe Chlorgehalt beeinflußte die Versuchsergebnisse nicht. 
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des Gels abgibt, in Spalte 3 findet sich, soweit es sich um Titrations- 
versuche von beispielsweise Säuren handelt, die Anzahl Kubikzentimeter 
Natron von der der Säurelösung entsprechenden Normalität, welche 
zur Neutralisation von 5ccm der Lösung notwendig waren. In Spalte 4 
und 5 finden sich die Anzahl Gramme der gelösten Stoffe, welche 
einerseits in der zu der betreffenden Zeit vorhandenen Gesamtmenge 
der Lösung, andererseits in der Gesamtmenge des Gels enthalten waren, 
und in Spalten 6 und 7 sind die diesbezüglichen Molzahlen enthalten. 
Selbstverständlich wurden die Werte in den letzten vier Spalten be- 
rechnet unter Berücksichtigung von Spalte 2, d. h. der Verminderung 
der Menge der Lösung infolge der Quellung. 

Da die Zahl der Tabellen ohnedies sehr groß war, so entschloß 
ich mich aus Gründen der Raumersparnis, die Spalten 4 und 5 bei 
den meisten Tabellen fortzulassen. Ich begnügte mich damit, die in 
der Gesamtmenge der Lösung bzw. des Gels vorhandenen Molzahlen 
zu veröffentlichen. 


Bei den stalagmometrischen Versuchen begnügte ich mich mit der 
Angabe der Tropfenzahlen. 


Fraglich erschien es mir zunächst, ob es zweckmäßig sei, die Ver- 
suche in der Weise auszuführen, daß man die Lösung, welche das Gel 
überschichtete, bei ruhigem Stehen auf das Gel wirken ließ, oder ob 
man dieselbe in ständiger Bewegung erhielt. Die letztere Methode wäre 
sehr unbequem gewesen, ihre Anwendung war indessen auch nicht 
nötig, da vergleichende Versuche mit gesättigter Caprylsäurelösung, 
welche wegen der starken Öberflächenaktivität besonders geeignet 
erschien und einem 5proz. Gelatinegel zeigten, daß selbst nach längeren 
Zeiten die Unterschiede der stalagmometrischen Tropfenzahlen der 
Lösung bei ruhigem Stehen und ständigem Schütteln zwar vorhanden, 
aber gering waren. 


So waren beispielsweise die Tropfenzahlen bei ruhigem Stehen 
bzw. ständigem Schütteln am Anfang des Versuchs 98,75, nach 15 Mi- 
nuten 92,1 bzw. 90,0, nach 30 Minuten 87,0 bzw. 84,0, nach 60 Minuten 
83,0 bzw. 80,0 und nach 120 Minuten 78,0 bzw. 75,75. Die Wasser- 
aufnahme des Gels war, wie man erwarten konnte, in beiden Fällen 
gleich groß. 


Adsorption und Osmose von Fettsäuren im Gelatinegel. 


Die Tabelle I enthält zunächst die von Wasser verursachten 
Quellungen eines 2,5-, 5- und l0proz. Gelatinegels, gemessen durch 
die Abnahme der Lösungsmenge in den angegebenen Zeiten. Daneben 
finden sich die infolge der Aufnahme oberflächenaktiver Stoffe aus 
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dem Gel verursachten Zunahmen der Tropfenzahlen. Es wurden hier 
wie in allen späteren Tabellen, wo nicht anderslautende Angaben sind. 
je 30 com Wasser mit 45 ccm Gel zusammengebracht. 


Tabelle I. Gelatinegel. 











2,5 proz. 5,0 proz. 10,0 proz. 






















Zeit in TI MOproz č 
Min. und Volumen Volumen Volumen 
Std. der Lösung as | der Lösung Ber d der Lösung | Tropfenzahl 
in ccm in ccm in ccm 
0 i | 30,0 54,75 300 ` Seu | 30,0 54,75 
3 | 295 54,75 | 29,5 56,0 29,5 56,1 
15 | 29,5 65,15 | 29,5 57,0 29,0 57,50 
30 29,5 56,0 ' 29,0 58,0 28,5 58,75 
60 29,5 57,0 . 290 600 | 28,0 60.0 
120 29,5 58,15 | 28,0 61,75 27,5 62,0 
24 Std | 30,5 60,75 26,0 63,0 24,5 65,0 


Man erkennt die Zunahme der Quellung und Tropfenzahl mit 
wachsendem Gelatinegehalt. 

In den Tabellen II und III finden sich die Versuchsergebnisse 
in bezug auf n/10 Essigsäure und ein 2,5- bzw. 5proz. Gelatinegel. 
Auch hier wie bei nahezu allen folgenden Versuchen war die anfängliche 
Menge der Lösung 30 ccm, die Menge des eingegossenen Gelatinegels 
45 ccm. 









































Tabelle II. 
n/10 Essigsäure und 2,5proz. Gelatinege!. 
u. | oa poa 0 2, 5 GE Ee OR 
Zeit in Volumen | g Säure | 3 Molzahi | 
Anzahl > S , e Molzabl 
un une in oem | ai Neon (GA | indem Gel ‚in dem Gel 
o T 30,0 en 0,18 — | 0,0030 = 
3 | 270 4,6 0,15 ' 0,03 | 0,0025 0,0005 
15 24,5 3,9 0,11 0,07 0,0018 0,0012 
30 | 230 3,2 0,09 0,09 | 0,0015 0,0015 
60 21,0 2,6 0,07 0,11 | 0,0011 ; 0,0019 
120 19,0 1,8 0,04 0,14 0,0007 ; 0,0023 
24 Std. 9,0 1,5 002 | 016 | 0,0003 | 0,0027 
Tabelle III. 
n/10 Essigsäure und 5,0proz. Gelatinegel. 
ur | 30,0 ı 50.7080 ` — 0,0030 =s 
3 27,5 Aë | 0149 0,031 0,0025 | 0,0005 
15 | 280 4l 0128 0.082 00021 0, 
30 25,0 35 ` 0,105 0,075 0,0018 , 0,0012 
60 ' 235 2,8 0,079 0,101 0,0013 | 0,0017 
120 220 . 22 0,058 0,122 0,0010 | 0,0020 
24Std. 15,5 1,9 005 0,145 0,0006 | 0,0024 


| Ä 
Während die Wasserquellung der Gelatine zunahn von einem 
2,5- zu einem 5- und 10proz. Gelatinegel, nimmt bei Gegenwart von 
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n/10 Essigsäure umgekehrt die Quellung des Gels erheblich ab, vom 
2,5- zum proz. Gel. Daß durch Essigsäurezusatz zum Wasser die 
Gelatinegelquellung an sich sehr gesteigert wird, ist ja bekannt. 

Die Tabellen IV bis VII beziehen sich sämtlich auf ein proz. 
Gelatinegel und Essigsäurelösungen von verschiedener Normalität. 





































































































Tabelle IV. 
0,05 n Essigsäure und 5,0proz. Gelatinegel. 
Lu 3 3. A 5. 6 l zæ 
Zeit i Vol Sä s Molzabl 
Min, und || der Lösung (OH | inder | Ente | imder | m don Ge 
Std. in cem Lösung Lösung 
0 530,0 0,09 I — | 00015 a 
3 | 28,5 0,084 .| 0,606 | 0,0014 | 0,0001 
15 27,5 0,068 0,022 0,001 1 0,000 4 
30 | 26,5 0,056 | 0,034 | 0,0009 | 0,0006 
60 | 26,0 0,045 | 0,045 0,00075 | 0,00075 
120 | 25,0 0,033 . 0,057 | 0,00055 | 0,000 95 
24 Std. | 19,5 0,023 | 0,067 i 0,00039 | 0,001 15 
Tabelle V. Tabelle VI. 
0,2n Essigsäure u. 5proz. Gelatinegel. | 0,25n Essigsäureu. 5 proz. 
“ke a rer 2.1.3006 ZS 
Zeit in ER 2 | E a Zeit in Ep B e ER Ze 
: EER Za | 32 . EAR Ä d 
Min. und 3:9 3 CL i EK SE Min. und EE > 33% ER E g 
D GR ag ag | ža | Te 
0° : 30,0 50 0,006 — OI 30,0 | 5,0 | 9,0075 — 
3 270. 45 |0,0048 0,0012 3 270 | 45 0,0060 0,0015 
15  ;, 250 3,8 ,0,0038 0,0022 15 24,0 | 3,7. | 0,0044 | 0,0031 
30 : 2330 3,3 ' 00030 0,0030 30 | 22,5 | 3,1 0,0035 ; 0,0040 
60 21,0 ‘ 27 0,0023 0,0037 60 20,5 ; 25 0,0026 0,0049 
120 20,0 2,1 0,0015 0,0045] 120 ` 19,0 20 0,0019: 0,0051 
24 Std. 7,5 1,9 0,0005 0,0055 | 24 Std. 7,0 | 1,9 0,0007 ' 0,0068 
Tabelle VII. 
1,0n Essigsäure und 5,0proz. Gelatinegel. 
EE GE A- yr a s o a 
ern Fur à Sian nn es 
Zeit in Min. | Volumen der Anzahl com ` Molzahl in der Molzahl in dem 
und Std. | Lösung in cm ' 1,0n Natron Ösung Ge 
0 30,0 | 5,0 0,030 — 
3 27,0 4,4 0,024 0,006 
15 24,5 3,7 0,018 0,012 
30 23,0 3,2 0,015 0,015 
60 20,5 2,8 0,012 0,018 
120 19,5 2,0 0,008 0,022 
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Die Quellung des Gels nimmt, wie man erkennt, zu mit zunehmen- 
dem Säuregehalt. Die Geschwindigkeit der Adsorption und des Ein- 
dringens der Essigsäure im Gel wird am besten veranschaulicht durch 
die Kurven der Abb. 1. Die Kurven haben den typischen Charakter 
der Oberflächenspannungs- und Adsorptionskurven und verlaufen so, 
wie man erwarten konnte. 


I 
| — on | 





220 203050 720 
Zeit in Minuten 
Abb. 1. 


Die Tabellen VIII bis XI beziehen sich auf Buttersäurelösungen 
verschiedener Normalität und ein-5proz. Gelatinegel. 




































































Tabelle VIII. Tabelle IX. 
n/l10 Buttersäure und 5proz. 0,125n Buttersäure und 5proz. 
Gelatinegel. Gelatinegel. 
2. | 3. EEE (E "e WA 3. ’ 5 
Zeit in | FP | E SÉ GC Zeit in EP EP Së Ze 
Min und B48 2 | 34 | FF |m ma! 838 |358| 33 |39 
- >55 Rz | 23 er Std. (ERT g $y Géi 
o i| 30,0 | 50 Jonn) — o "ann | 5,0 0.0038 
3 | 29,0 | 4,1 0,0023 | 0,0007 3 ` 290| 4,5 |0,0033 | 0,0005 
15 | 27,5 | 35 |0,0019 | 0,0011 15 28,0 | 3,9 | 0,0027 | 0,0011 
30 26,5 | 3,0 !0,0016 |0,0014| 30 | 27,5 | 3,3 |0,0022 | 0,0016 
60 255 | 24 |0,0013 0,0017| 60 " 27,0 | 2,6 |0,0017 | 0,0021 
120. 24,5 | 1,9 0,0008 |0,0021| 120 | 26,0 | 1,9 0,0011 | 0,00% 
24 Std. ! 19,5 | 1,4 0,0005 | 0,0025 | 24 Std. _ 22,0 | 1,7 0,0009 | 0,0029 
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Tabelle X. Tabelle XI. 
0,2n Buttersäure und proz. 0,25n Buttersäure und 5proz. 
Gelatinegel. Gelatinegel. 















3. 6. d 2. : 
AE IEIET ong ar a 
SEA PIERRE 
CES 33 Ch 38° 335 E 
SE S kb SS Z pb Gr © 
ES 20 ZS © < z 






i 
| 





| 





5,0 30,0 | 50 |0,0075; — 

4,3 27,5 | 4,2 |0,0059 | 0,0016 
3,5 25,5 | 3,4 |0,0046 | 0,0029 
3,0 24,5 | 2,9 |0,0035 | 0,0040 
2,5 23,5 | 2,3 | 0,0025 | 0,0050 
1,9 | 0,0017 | 0,0043 22,5 | 1,8 |0,0020 0,0055 
1,8 0,0011 |0,0049| 24 Sta. || 14,0 | Lë |0,0013. 0,0082 


Daß die Säurequellung eines Gelatinegels für Essigsäure wesentlich 
größer ist als für Buttersäure, ist eine Feststellung, welche sich mit 
älteren Feststellungen deckt. Auffallend erscheint aber zunächst die 
Tatsache, zu welcher ein Vergleich der letzten Spalten der entsprechen- 
den Essigsäure- und Buttersäuretabellen führt. Es zeigt sich, daß die 
entsprechenden Kurven so gut wie völlig zusammenfallen, d. h. daß die 
Geschwindigkeit der Aufnahme der stark oberflächenaktiven Buttersäure 
in das Gel nicht größer ist als diejenige der weit weniger oberflächen- 
aktıven Essigsäure. 

Es wurden nun Diffusionsversuche mit Essigsäure- und Butter- 
säurelösungen in der Weise ausgeführt, daß in Reagenzgläsern die 
gleiche Gelmenge eines 3proz., mit sehr geringer Menge Neutralrot 
versetzten Gelatinegels mit gleichen Mengen der wässerigen Säure- 
lösungen überschichtet wurde. 

Die Tabelle XII zeigt die Versuchsergebnisse. 

















Tabelle XII. 
Diffusionsgeschwindigkeit in cm in 3proz. Gelatinegel. 

Zeit in i Essigsäure | Buttersäure nn 
Min. Br 
Std. | Ä 0,2n | Oln | .0,05n 
30’ | 0,40 030 03 
60 0,50 | 0,40 0,30 
90 060 | 045 ` 035 
2 Std. 0,70 | 0,55 0,45 
3; 0,90 ` 070 0,60 
4 „ 1,10 , 0,85 — 0,70 
24 n H nz ) Kom ec? 





ist nur sehr wenig verschieden. 
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Die weitere Besprechung der hier vorliegenden Versuchsergebnisse 
erfolgt in der folgenden Mitteilung des Herrn Prof. Traube. 

Es wurde nun noch eine starke oberflächenaktive Fettsäure ge- 
wählt: die Caprylsäure. Eine n/320 wässerige Lösung ist nahezu 
gesättigt. Die Titrationsmethode war leider nicht möglich und mußte 
daher die stalagmometrische Methode herangezogen werden. Die 
Tabelle XIII enthält die Ergebnisse. Das Gelatinegel war 5proz. 




















Tabelle XIII. 
Caprylsäure. 
Zeit in n/320 i n/640 n/1280 
Min. und | Volumen _ Volumen Volumen |! 
Std. der Lösung Tone | der Lösung | Tropfenzahl | der Lösung | Tropfenzahl 
m ccm in ccm / in ccm 
dh | 30,0 | 99,25 | 30,0 79,00 | 30,0 | 72,25 
3 | 295 | 9800 | 295 78.25 295 | 7175 
15 29,5 94,00 | 295 75,22€ ! 295 | 69,75 
30 : 295 88,00 ` 29,5 72,25 ` 29,5 | 68,00 
60 | 29,25 83,75 29,25 71,00 ` 29,25 67,00 
120 ` 290 80,75 — 29,0 69,00 : 29,25 | 66,25 
24 Std. © 27,0 74,15 | 285 68,00 28,25 | 65,25 
48 , o — Ta > 27,0 63,00 27,50 64,50 


Die Caprylsäure hat, wie man erkennt, auf die Gelatinequellung 
kaum einen Einfluß (vgl. Tabelle I). Ein Vergleich der Tropfenzahlen 
mit den Tropfenzahlen in Tabelle I zeigt, daß die Adsorption der Capryl- 
säure nach 24 und 48 Stunden nur in verdünntesten Lösungen eine 
vollständige ist, und daß die Adsorption trotz der großen Oberflächen- 
aktivität der Caprylsäure nur allmählich fortschreite. Vgl. dazu die 
Ausführungen bezüglich des geringen Einflusses des Schüttelns S. 337. 


Adsorption und Osmose von Fettsäuren in anderen Gelen. 


Gewählt wurde ein Gel aus Hühneresweiß, Agar, Natriumcholat 
(von Chemische Fabrik Riedel) und Kieselsäure, ferner gemischte Gele 
aus Gelatine und Lecithin (von Merck), sowie Hühnereiweiß und Eigelb. 

Bei den Versuchen mit Hühnereiweiß wurde das Eiweiß von 
zwei Eiern unter gleichen Temperaturbedingungen in dem weiter oben 
erwähnten Kristallisierschalen auf dem Wasserbade zum Gelieren 
gebracht. 

Das Agargel wurde durch Kochen von 2,5proz. Agar hergestellt; 
das Natriumcholatgel war 3proz. und wurde durch Koagulieren mittels 
einer sehr geringen Menge Calciumchlorid erzeugt und die Herstellung 
eines Kieselsäuregels erfolgte durch Versetzen einer konzentrierten 
Wasserglaslösung mit Salzsäure und genügendem Auswaschen. 
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Die lecithinhaltigen Gelatinegele wurden hergestellt durch inniges 
Mischen eines 5proz. Gelatinesols mit 2proz. Lecithin von Merck, und 
beim Eiweiß-Eigelbgel war das Mengenverhältnis von Eiweiß und 
Eigelb dasjenige in Hühnerei. Wie weiter oben, wurden im allgemeinen 
45 ccm der Sole geliert und mit 30 ccm der Lösungen in Berührung 
gebracht. 




































































Tabelle XIV. Tabelle XV. 
0,125n Buttersäure und Gel aus | n/l0 Essigsäure u. Hühnereiweißgel 
5proz. Gelatine + 2proz. Lecithin. (2 Eier). 

N TI SKS e "EN We rn 
Zeit in SR Ze Zeit in | TP 55 Zë | Ze 
3:8 EE 3 ı 88353 | 23 ga ı CG 

Min. und CR Se Min. und | 3:93 | 32 AN ! Rn 
gA aLa BE BE, 

0’ 0,0038 — 0 i 30,0 | 5,0 |0,030| — 

3 0,0033 | 0,0005 3 290 | 44 0.0026 0,0004 

15 0,0029 | 0,0009 15 ıı 285 | 3,4 0,0019 | 0,0011 

30 0,0026 | 0,0012 30 : 2751| 26 0.0014 0,0016 

60 0,0018 | 0,0020 60 | 275 | Lë 0.0009 | 0.0021 
120 ‚0,0012 0,0026] 120. 26,5 | 0,8 |0,0004 0,0024 

24 Std. | 0,0009 ‚0,0029 | 24 Std. 24,0 Tropfen — 0,0030 
Tabelle XVI. Tabelle XVII. 

n/10 Essigsäure u. Gel aus Hühner- | n/10 Buttersäure u. Hühnereiweiß- 
oiwaij und Eigelb (1 Ei). gel (2 Eier). 

E "a Fa SG ZG ët | Zeite de" 

| o gg H bama =s; — e dé 
Zeit in | EP ERR Ze Zeit in Oh E | ag Ze 
Min. und EE 3 i SE ER E z Min. und EE 8 | SE | EE E g 
oO. N Du | Ouh) NO SÉ te e. 
e WEE Bel e WEE 

0 | 30,0 ` 5,0 0,0030 | eg o | 30,0 | 5,0 0,0030 = 

3 29,0 , 4,4 |0,0026 | 0,0004 3 || 29,0 | 4,4 ! 0,0025 | 0,0005 

15 — 290 | 3,6 d t 5 | 28,5 30 Ke 0,0010 

30.285 | 3,2 0,0018 0,0012| 30 | 28,5 | 2,9 | 0,0017 0.0013 

60 | 28,5 | 2,6 60 280 | 20 ‚0,0010 0,0020 





120 | 28,0 | 1,7 0,0010 0,0020| 120 | 27,5 | 0,9 ' 0,00050,0025 
24 Std. | 26,5 04 | ën, Së Tri. — ` 0,0030 




















l. | A | 3. 6. S 
Zeit in Min. Valei des Anzahl ccm Molzahl in der Molzahl in dem 

und Std. | Lösung in ccm n/10 Natron Lösung Gel 
A | 00 | 5,0 0,0030 _ 

3 | 29,0 45 0,0026 0,0004 

15 | 29,0 4.0 0.0023 0,0007 

30 | 29,0 3,5 0.0020  ; 00010 

60 28,5 | 2,7 0,0015 0.0015 

120 | 28,5 1,6 0,0000 0,0021 

24 Std. 28.0 0.4 0.0002 0.0028 
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Ein Vergleich der Tabelle XIV mit Tabelle IX lehrt, daß weder 
die Quellung der Gelatine noch die Adsorption und Osmose der Bultersäure 
in die Gele nachweisbar durch den doch sehr beträchtlichen Lecithingehalt 
beeinflußt wird. Zieht man die starke Oberflächenaktivität der Butter- 
säure in Betracht, so ist dies ein gewiß beachtenswertes Ergebnis, 
welches man nicht ohne weiteres erwarten konnte. Die Tabellen XV 
bis XVIII zeigen sogar, daß die Adsorption und Osmose von Essigsäure 
und Buitersäure in ein eigelbhaltiges Eiweißgel geringer und ebenso die 
Gelquellung geringer ist als für ein Kiweißgel als solches. 


Essigsäure und Buttersäure dringen daher offenbar im wesentlichen 
auf dem Wasser- und nicht Lipoidwege in die Zellen ein. 


Anders verhält sich die stark oberflächenaktive und lipotdlösliche 
Caprylsäure.. Hier mußte die Tropfmethode angewandt werden. 


Tabelle XIX. 


" Wasser, =|| Gesättigte Caprylsäurelöungg ` 


Zeit deeg 
i Gel aus 5proz. | Gel aus Sproz. 
Gel aus 5 proz. Gel aus Sproz. ; 
ın Gel P , Gelatine d Gelatine Gelatine 








Min. | canne + 2proz. Lecithin , + 2 proz. Lecithin 
und j 
ı Volumen | Volumen ' Volumen | Volumen 
M Tropfen: `. ts Tropfen» 5 Tropfen: | pe Tropfen- 
Std d. Lösung d. Lösung d. Lösung d. Lösung 
; In ccm | zahl | zahl | in eem | zahl | in ccm | zahl 





: in ccm 
-L- 











295 | 54,15 || 29,5 | 54,50 | 29,5 ' 95,25 | 295 93,00 
29,5 | 55,75 : 20,5 | 57,75 | 29,0 ; 92,00 | 29,0 ` 90,00 
30290 56,75 290 | 60,15 | 29,0 | 87,75 | 29,0 | 84,50 


60 29,0 |; 5750 29,0 | 62,00 | 285 | 84,15 | 285 80,00 
| 
| 


o | 30,0 T 53,50 | 30,0 | 53,50 | 30,0 | 97,00 | 30,0 97,00 


120 28,5 | 59,15 285 | 64,50 : 28,0 ' 79,00 | 28,0 74,75 
24 Std. 27,0 | 625 ;, 27,0 | 69,15 . 27,0 , 73,00 || 27,0 | 73,00 





Es wurde eine gesättigte Caprylsäurelösung angewandt. Obwohl 
infolge Aufnahme oberflächenaktiver Stoffe der Lösung aus dem Gel 
die Tropfenzahl für das leeithinhaltige Gel beim Eindringen von Wasser 
größer ist als für das lecithinfreie, sind die relativen Tropfenzahlen bei 
der Aufnahme von Caprylsäure für das lecithinhaltige Gel geringer 
als für das lecithinfreie Gel. 

Die Geschwindigkeit der Caprylsäureaufnahme in ein Gelatinegel 
und deren Adsorption (offenbar auch in wässeriges Protoplasma) wird 
somit durch Lecithin erhöht. 

Bemerkenswert ist übrigens (vgl. Tabellen XV und XVII, letzte 
Spalte). daß auch in das Eiweißgel in gleichen Zeiten sehr angenähert 
die gleichen Mengen Essigsäure und Buttersäure eindringen. 
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Tabelle XX. Tabelle XXI. 
n/10 Essigsäure u. 2,5proz. Agargel. | n/10 Essigsäure u. Natriumcholatgel. 
TE} WW | R TELT. 
Be ZN II en 
ep 85 | SP | S4 Së S BE | SP "E: 
Zeit im |$58 SE 5 g Zeit in | $5 SE 5S | Ze 
o 5 K ° d es a 20 
Min. und jj 538 | 32 | 33 | CR Min. und | 333 32 13 Er 
Std sss SE SS 3 Std | $E SS Sr SS 
SS 3 ée | zš LE JS | Aa | Ro | A 
o ao 50 0,0030! — o 30,0 | 50 10,0030, — 
3 | 205 Ap [00022 0000| 3 | 25| 42 '0, 
15 ` 290] 33 'o0019 00011} 15 300, 32 0,0019 , 0,0011 
30 ! 290! 28 .0,0016|0.0014| 30 30,0 | 2,6 !0,0016 | 0,0014 
60 || 290| 22 0,00130,0017] 60 | 31,0 | Lë 0,0011 | 0,0019 
10 29,0 Lë 0,0010 0.0020| 120 | 31.0 | LI !0.0007 | 0.0023 
24 Std. | 28,5 | 1,6 0,0008 |0,0082| 24 Std. | — | — , = | — 
Tabelle XXI. n/10 Essigsäure und Kieselsäuregel. 
| 3. | 6. | 7. 
u. e ee Volumen « der. Anzahl ccm  Molzahl in der | Molzahl in dem 
| Lösung in ccm n/10 Natron em Ösung | Gel 
o E an |! 50 000 | — 
3 | 29,5 | 3,8 00022 ` ` 0,0008 
15 Ä 29,5 | 3,0 0,0018 0,0012 
30 50,0 22 00013 ı 0,0017 
60 30,0 1,0 0,0006 0,0024 
120 | 30,5 | 0,2 0,0001 0,0029 
24 Std | — 2 = 


Die Kurven, welche das Eindringen von n/10 Essigsäure in ein 
Agar-, Natriumcholat- und Kieselsäuregel darstellen, verlaufen so wie 
für Gelatine und Eiweiß, die Quellung der Gele ist indessen bei dem 
untersuchten Agargel sehr gering und bei den übrigen Gelen negativ. 


Adsorption und Osmose von Fettsäuren bei Gegenwart von Salzen. 
Die Tabellen XXIII bis XXV zeigen die Ergebnisse meiner Versuche. 


Gemisch gleicher Volumina von 
0,5n Natriumaoetatu.0,5n Essigsäure 
(30 cem Lösung + 45 ccm 5 ‚0 proz. 


mm 





Tabelle XXIII. Tabelle XXIV. 


Gemisch gleicher Volumina von 
0,5n Natriumbutyrat u. 0,5n Butter- 









































Gelatinegel). säure u. 5,0proz. Gelatinegel. 
| SE AT eis . ı 2 Ié SS ` 
s jg | sp s o hat JE s® | Bar 
SSe S sl ZE | bk Zeit in ezg Se =S 5 
8.20 | _E2 KE: EK B23 | EE Ch | 
35°. 39% Si NG Min. und 359° | 295 re ` É g 
Sy | aoz SS | SS Std. SR oz Sr ` ER: 
(e vg Zoe, SL. 73 |4 O ES e e 
| 30,0 | 50 KA z o 300.50 0,0075] — 
29,5 42 0,0062 | 0,0013 3 29,5 | 4,0 0,0009 | 0,0016 
29,5 | 3,4 | 0,0060 0,0025 15, 29,5 3,2 0,0046 | 0,0029 
20,5 . 2,9 | 0,0043 | 0,0032] 30 295. 2,7 | 0,0040 0,0035 
290 | 25 |0,0036|0,0039] 60 | 295; 21 0,0031 | 0,0044 
290 | 20 |0, i 120 290 ` Lë |0,0026 | 0,0044 
265 20 :0,0027|0,0048| 24 Std. | 265 18 0,0024 |0,0051 
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Tabelle XXV. 


Gemisch gleicher Volumina von 0,5n Kaliumsulfat und 0,5n Buttersäure 
und 5proz. Gelatinegel. 





ne EE mn AL ln e Dn 








l. i 2. 3. 6. | T. 
Zeit in Min. Volumen der Anzahl ccm Molzahl in der | Molzabl in dem 
und Std. Ä Lösung in ccm 0,25n Natrium Geung l 
Zr Man rm Ei en Du en a TEN en KEE GE E See SE Ee Dee EEN 
o "an ` 5,0 0,0075 ` = 
3 29,5 3,8 | 0,0056 0,0019 
15 Ä 205 | 0.0046 | 0.0029 
30 29,5 | 2,7 0,0040 | 0,0035 
60 Ä 29,5 2,2 | 0,0032 0,0043 
120 29,0 Ä 1,8 | 0,0026 0,0049 
24 Std. | 26,0 | 1,7 0,0022 0,0053 


H 


Ein Vergleich der Tabellen XXIII, XXIV sowie XXV mit den 
weiter oben veröffentlichten Tabellen, welche sich auf die Aufnahme 
von Essigsäure und Buttersäure in ein Gelatinegel beziehen, zeigt 
zunächst in Übereinstimmung mit Messungen früherer Autoren die 
außerordentliche Herabdrückung der Säurequellung durch Salze. Be- 
merkenswert auch in biologischer Hinsicht ist es (vgl. die letzte Spalte 
der Tabellen), daß offenbar infolge jener Verminderung der Gelquellung 
das Eindringen der Säuren in das Gel bei Gegenwart von Salzen 
wesentlich vermindert wird. 


Adsorption und Osmose von Diäthylamin in verschiedenen Gelen. 


Wir begnügen uns damit, das Eindringen der stark oberflächen- 
aktiven Diäthylaminbase in verschiedenen Gelen zu untersuchen. 

20 eom 0,5n Diäthylamin wurden mit 45ccm der betreffenden 
gelierenden Sole in Berührung gebracht: Die Titrationen erfolgten 
mit Phenolphthalein. 

Die Tabellen XXVI bis XXIX enthalten die Ergebnisse der Ver- 


suche. 

















Tabelle XXVI. Tabelle XXVII. 
0,5n Diäthylamin und 5proz. 0,5n Diäthylamin und Hühnereiweiß 
Gelatinegel. (2 Eier). 
aa GN G Km Ta u e? 
—| z EE 
K- Em ! c% E 
Zeitin Ii55. $0 | 55 5 
Min. und | ER > CR CR ER 
We Ch: KC Ki 
D 28 23| 88 | = 











15 28,5 | 3,8 | 0,0108 | 0,0041 3,8 

30 28,0 ' 3,2 |0,0090 | 0,0059 3,4 

60 ' 27,5 | 2,4 |0,0066 | 0,0083 2,8 

120 "oo Lë [0,0038 |0,0111| 120 18,5 | 2,1 |0,0038 | 0,0110 
24 Std. 17,0 1,0 |0,0017|0,0132| 24 Std. |. 18,0 | 1,1 |0,0020 | 0,0129 
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Tabelle XXVIII. Tabelle XXIX. 
0,5n Diäthylamin und 2,5 proz. 0,5n Diäthylamin und 
Agargel Kieselsäuregel. 
t a 3 o 7. 1. | =: SG 1. 2 
| Pe a Sr If e) Ip | I ae STEE 
Zeit in | S B g 30 = 5 GG Zeit in | | 55 s 5 Za 
Min. und 53 3 rja Ek E z Min. und | z7 Ek ER 
Std. | >5* | 23 | $s GA l Std. | 52 25 | 2% 
0 || 30,0 | 5,0 |0,0149 | = 50 |0019| — 
3 | 290 | 4,5 |0,0131 | 0,0018 3 30,0 | 4,4 |0,0132| 0,0017 
15 285 | 3,8 |0,0108|0,0041| 15 30,0 | 38 0,0114 | 0,0035 
30 28,5 | 3,1 |0,0088 | 0,0061 30 35,0 | 3,6 | 0,0126 | 0,0023 
60 28,5 | 2,5 | 0,0071 0,0078 60 45,0 | 3,4 | 0,0153 |-0,0004 
120 285 | 1,9 |0,0054 | 0,0095 | 120 ı 52,5 | 3,4 | 0,0179 |-0,0039 
24 Std. | 28,5 | 1,4 | 0,0040 0,0109| 24 Std. ı 72,0 | 3,5 | 0,0252 |-0,0103 





Für das Gelatine- wie Eiweißgel ergaben sich erhebliche Quellungen, 
während die Quellung des Agargels sehr gering ist und das Kiesel- 
säuregel aus erklärlichen Gründen eine teilweise Lösung erfährt. 

Die Base dringt allmählich in das Gelatine-, Eiweiß- und Agargel ein. 


Adsorption und Osmose indifferenter oberflächenaktiver Stoffe 
in verschiedenen Gelen, 


Von weniger stark oberflächenaktiven Stoffen wurden Propyl- 
alkohol- und Urethanlösungen untersucht. 30 ccm einer n/8 wässerigen 
Propylalkohollösung sowie einer n/8 Urethanlösung wurden auf 45 ccm 
eines proz. Gelatinegels sowie letztere Lösung auch auf 45 ccm eines 
5proz. Gelatinegels, welches 2 Proz. Lecithin enthielt, gegossen. 
Tabelle XXX enthält die Ergebnisse. 


Tabelle XXX. Propylalkohol und Urethan. 
































Zeit | 0,125n Propylalkobol | 0,125n Urethan und || 0125n Urethan und Gel 
Ge in | und Këssen Colatiegel | 5,0 séch Golstinegel | "= eg De en 
inuten 
end Volumen | | Volumen Volumen 
der Lösung | Tropfenzahl | der Lösung | Tropfenzahl | der Lösung | Tropfenzabl 
Stunden in ecem | | in ccm | incom ` 
oœ || 30,0 60,00 | 30,0 58,00 | 30,0 58,00 
3 || 295 59,75 29,5 58,25 29,5 59,00 
15 | 295 59,15 29,5 59,00 29,5 61,50 
30 | 290 59,00 29,5 59,50 29,5 62,75 
60 | 290 60,00 29,0 60,00 || 200 64,15 
120 28,5 60,15 29,0 60,00 29,0 65,50 
24 Std. | 27,5 61,75 28,0 62,50 | 27,5 69,50 














Ein Einfluß des Propylalkohols und Urethans auf die Wasser- 
quellung ist nicht nachweisbar. Die Schlüsse aus der Tropfenzahl 
sind sehr unsicher wegen der Extraktion oberflächenaktiver Stoffe 
aus dem Gel durch das Wasser (vgl. Tabellen I und XIX), aber man 
kann aus dem Verhalten dieser Stoffe unter anderem gegenüber dem 
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Agar (s. weiter unten) wohl schließen, daß dieselben in das Gel langsam 
eindringen, und jedenfalls wirkt der Lecithingehalt auf das Eindringen 
nicht begünstigend. 

Die Tabelle XXXI behandelt die Adsorption und Osmose der 
oberflächenaktiveren Stoffe Äthylacetat und i-Amylalkohol. 

Aus dem Gange der Tropfenzahlen kann man immerhin schließen, 
daß Äthylacetat und namentlich i-Amylalkohol sehr erheblich in das 
wässerige Gelatinegel eindringen und bei Berücksichtigung von 
Tabelle XIX scheint es, daß der Lecithingehalt die Aufnahme des 
oberflächenaktiveren Amylalkohols begünstigt. Bemerkenswert ist 
die Wirkung des Chlornatriumzusatzes zur i-Amylalkohollösung auf 
die Tropfenzahl und offenbar auch Adsorption und Osmose (vgl. den 
Einfluß des Salzzusatzes bei den Fettsäurelösungen, Tabellen XXIII, 
XXIV und XXV). 

Beim i-Amylalkohol findet offenbar eine Begünstigung der Osmose 
durch den Salzzusatz statt, während bei den ' Fettsäuren infolge der 
Verringerung der Wasserquellung des Gels durch den Salzzusatz eine 
Herabsetzung der Osmose statthat. 

Tabelle XXXII enthält die Versuche mit dem stark oberflächen- 
aktiven Octylalkohol. 

Bei Hinweis auf Tabelle XIX kann es hier keinem Zweifel unter- 
liegen, daß dieser Alkohol ebenso wie die stark oberflächenaktive 
Caprylsäure von dem Gelatinegel allmählich völlig oder nahezu völlig 
aus der wässerigen Lösung extrahiert wurde und daß zweifellos der 
Lecithingehalt die Geschwindigkeit der Aufnahme und überhaupt die 
Aufnahme derartiger stark oberflächenaktiver und lipordlöslicher Stoffe 
erhöht. 

Die Versuche mit Eiweiß sowie Eiweiß und Eigelb führten zu 
denselben Ergebnissen wie die Versuche mit Gelatine und Lecithin. 






































Tabelle XXXIII. 
Urethan und i-Amylalkohol und Eiweiß. 
| vs Urethan | 0125n Urethan | 0125n iAmyl | 0,125n kän 
und Gel aus alkohol und Gel alkohol und Gel 
Zeit in d i Hübnereiweiß aus Hühnereiweiß l aus Hühnereiweiß 
Minuten (2 Eier) + Eigelb (1 Ei) | (2 Eier) + Eigelb (1 Ei) 
ee 
KEE 58, _ a Sag | 
Diere | 829 | Tropfen. 3 | Tropfen. | 629 Tropfen. 
33. | zahl zahl | Sie ` zahl 
(ës = eg 2 e l eo = l EPEE 
o | 30,0 | 58,00 © 30,0 | 58,00 | 300 ` 97,00 mun 97,00 
3 | 26,5 | 58,00 | 28,0 65,25 | 29,0 | 94,50 | 29,0 94,50 
15 23,5 | 58,50 ' 27,0 | 70,50 | 280 9300 | 280 93,75 
30 21,0 | 58,75 , 27,0 | 71,00 | 27,5 ' 92,00 || 27,5 ` 93,00 
60 | 18,0 | 59,00 27,0 | 71,00 | 26,5 | 90,75 | 27,5 | 92,00 
120 17,5 ' 61,50 | 26,5 | 71,15 | 255 , 84,00 | 26,5 87,15 
24 Std. | 17,5 | 60,75 ` 22,0 | 71,15 | 180 | 76,50 | 23.0 | 81,00 
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Für Urethan ist kein Einfluß des Eigelbs auf die Geschwindigkeit. 
der Adsorption und Osmose nachweisbar, bei i-Amylalkohol scheint 
der Eigelbgehalt in dieser Beziehung beschleunigend zu wirken, für 
den Octylalkohol (s. Tabelle XXXI) ließ sich mit Sicherheit sagen, 
daß das Eigelb die Aufnahme dieses stark oberflächenaktiven und 
lipoidlöslichen Alkohols in dem Gel erheblich begünstigt. 

Der Fehler, welcher infolge der Aufnahme oberflächenaktiver 
Stoffe aus dem Gel von seiten der Lösungen den stalagmometrischen 
Messungen anhaftet, ist bei dem Eiweißgel (vgl. Tabelle XXXII) 
wesentlich geringer als beim Gelatinegel. 


Tabelle XXXIV. Wasser, Urethan, Octylalkohol und Agar. 


























| Gesättigte Octylalkohol: 
N Wasser | 0,125n Urethan und ` lö d 2.5 Proz. 
eis ! und 2,5Proz. Agargel | 2,5Proz. Agargel ` es 
und Volumen Tin Volumen E, aen | Volum 
Stunden der Lösung Tropfensahl | (äer Lösung | Tropfenzahl der Losung“ ' Tropienzahi 
| in cem in com in ccm 
o 30,0 | 53,25 30,0 | om ` 30,0 115,00 
3 290 , 53 ‚25 29,0 57 ‚50 | 29,0 112,00 
15 285 | 5325 285 | 5715 ` 285 107 
30 28,0 | 53,25 °` 28,0 56,75 | 28,0 102,00 
60 ' 275 : 53,25 27,5 | 56,50 27,5 97,50 
120 | 265 ı 53,75 26,0 56,00 | 26,5 92,00 
24 Std. | 260 : 5515 au | 5600 | 30 31,00 


Besonders beachtenswert sind die Ergebnisse mit Agar, weil hier 
die Tropfmethode einigermaßen quantitative Resultate ergibt, denn 
man erkennt, daß die Tropfenzahl sich selbst nach 2 Stunden beim 
Überschichten des Agars mit Wasser nur um einen halben Tropfen ändert. 

Das nicht sehr stark oberflächenaktive Urethan wird ebenso wie 
der stark oberflächenaktive Octylalkohol allmählich von Gel aufge- 
nommen. 

Tabelle XXXV. 
We Urerhan; Octylalkohol und Kieselsäuregel. 






















ZE Was 0,125n Urethan 0, 125 r n Oc ohol 
Zeit in und Kieselsäuregel LI und Kieselsäuregel | Kies 
Minuten | ~ 
und Volumen | Volum | Volumen 
Stunden , der Lösung  Tropfenzahl | der Lösung | Tropfenzahl der Lösung | Tropfenzahl 
in ccm ž | in ccm Al in ccm 
o | 300 | 3316 | 300 57,75 | 30,0 116,00 
3 29,5 53,25 29,5 57,50 29,5 113,50 
15 30,0 53,25 30,0 57,15 30,0 106,25 
30 30,0 53,25 300 | 56,75 30,0 102,00 
60 305 ! 5350: 305 ` 56,50 30,0 97,50 
120 | 30,5 53,75 305 56,00 30,5 92,00 
24 Std. 305 | 53,75 | 30,0 56,00 | 31,0 83,00 


Die Versuche mit dem Kieselsäuregel führten zu ganz demselben 
Ergebnis. Auch dieses Gel ist für derartige Untersuchungen mit in- 
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differenten oberflächenaktiven Stoffen sehr geeignet, da die Tropfenzahl 
beim Überschichten des Gels mit Wasser sich selbst nach 24 Stunden 
kaum ändert. 


Urethan und Octylalkohol verhielten sich wie beim Agargel. Von 
der Wiedergabe der Versuchsergebnisse beim Natriumcholatgel mag 
abgesehen werden, da hier von Wasser eine die Tropfenzahl erheblich 
erhöhende Menge oberflächenaktiver Stoffe aus dem Gel aufgenommen 
wurde. Aber auch hier zeigte die bedeutende zeitliche Abnahme der 
Tropfenzahl beim Octylalkohol, daß nach 24 Stunden der weitaus 
größte Teil vom Gel aufgenommen war. 


Quellung, Adsorption und Osmose von Kolloidlösungen sowie gemischten 
Lösungen von Kolloiden und Fettsäuren. 

Die Tabelle XXXVI gibt die Ergebnisse wieder, welche erzielt 

wurden beim Zusammenbringen von 40 ccm eines 5proz. Gelatinegels 

und 30 ccm einer 0,l-, 0,2- und lproz. wässerigen Lösung von Witte- 


pepton. 
































Tabelle XXXVI. 
Verschiedenprozentige Peptonlösung (Witte). 
Zeitin | dna Spron Gentine | ua Spron Oeann | und Soros Gelee 
Minuten 
una | en, Tropfenzahl i en: Tropfenzahl 
Stunden in ccm ( in com | 
o ` mun ` 64,50 30,0 66,50 | 300 i 71,50 
3 ` mp | 6450 "ms | 6650 | a 71,50 
15 29,0 64,75 | 28,0 66,50 | 28,5 72,00 
30 285 | eo 285 | 6650 | 28,5 71,50 
60 | 28,0 65,00 | 28,0 66,50 | 28,0 71,50 
120 — 28,0 65,00 | 27,5 66,50 | 28,0 71,50 
24 Std. | 2,0 63,00 | 24,0 64,50 : 25,0 70,00 


Man erkennt, daß das Pepton die Wasserquellung im Gelatinegel 
nicht beeinflußt, und die annähernde Konstanz der Tropfenzahlen 
weist darauf hin, daß Pepton nicht oder sehr wenig in das Gel ein- 
dringt. Auch konnte man die Bildung einer Peptonhaut nicht sicher 
feststellen. Selbst bei Verwendung einer 2proz. Peptonlösung waren 
die Ergebnisse unverändert. 


Die Tabellen XXXVII bis XL beziehen sich auf die Versuche 
mit einer n/10 Buttersäurelösung mit verschiedenem Peptongehalt. 
Es wurden stets 45cem 5proz. Gelatinegels mit 30 cem der Lösung 
in Berührung gebracht. 


352 T. Tomita: 


Tabelle XXXVII. n/10 Buttersäure + 0,1l proz. Peptonu. 5,0 proz. Gelatinegel. 





Zeit in Volumen 


Minuten u. || der t Lösung Molzahl in Molzah! 


Anzahl ccm Säure in g Säure 
n/10 Natron r Lösung | in dem Gel | der Lösung | in dem Gel 

















Stunden | 

o ar 0,0030 | ae 
3 0,05 0,0024 0,0006 
15 0,07 0,0021 0,0009 
30 0,1 1 0,0017 0,0013 
60 0,15 0,0012 0,0018 
120 0,17 0,0010 0,0020 
24 Std 0,22 0,0005 0,0025 
































An cc ure i 
Greg er Lösung n/ 10" Natron der rung in dem Gel | der Lösung | in dem Gel 
o 30,0 5,0 0,26 — 1000  — 

3 | 29.0 44 0.22 0,04 0.0026 | 0,0004 
15 28,0 3,8 0,19 0,07 0,0021 ` 0,0009 
30 | 27,0 3,3 0,16 0,10 0,0018 `: 0,0012 
60 26.0 27 0.12 014 | 00014 0,0016 
120 25.0 2,2 0,10 016 | 0001 | 0,0019 
24 Std 20,0 1,5 005 | 021 0,0006 0,0024 


Tabelle XXX IX. n/10 Buttersäure + 0,5 Proz. Pepton und 5proz. Geet 






































1. | 2. | D | 6. 7. 
ee be Tae are ie 
Zeit in Volumen ccm ure in | re Molzahl in o 
E SR n/ Ree ebe Lösung in xs, | der Lösung in den Ca 
o. -30,0 | 5.0 0,26 — | 0,0030 = 
3 295 , 42 0,22 0,04 | 0,0025 0,0005 
15 290 | 35 0,18 0,08 | 0,0020 0,0010 
30 28,5 3,0 0,15 ; 011 | 0,0017 0,0013 
60 280 | 25 ol 0.15 0,0013 ı 0.0017 
120 27,0 2,0 0,10 0,16 | 0,0011 0,0019 
24 Std. | 23,0 | 1,5 | 0,06 0,20 : 0,0007 0,0023 








Tabelle XL. n/10 Buttersäure + 1 Proz. Re ae und proz. Gelatinegel. 

















d ap | | 4. 5. 6. | 7. 
Zeit in Volumen à ; 
Anzahl ccm g ue in g Säure Molzahl in Molzahl 
Minuten u. || der Lösung n/10 Natron in dem Gel ö | in dem Gel 




















Stundeh SP Apa der Lösung der Lösung 

o "aan 50 o% — 0,0030 | — 
3 ıı 295 An | 02l 0,05 0,0024 | 0,0006 
15 ı 95 | 36 | 019 | 0,07 0,0021 ! 0,0009 
30 29,0 3,0 0,15 , 0,1l 0,0017 0,0013 
60 | 290 | 24 0,12 0,14 0,0014 0,0016 
120 : 28,0 1,9 0,09 | 017 0,0010 0,0020 
24 Std. | 250 | 14 | 006 | 0,20 0,0007 0,0023 


9 LU LI Li 1 e 
Oa Joa | a 6 er 
Zeit in | Vol 8 Säu Molzahl in |  Molzehl 
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Die Versuchsergebnisse sind von nicht unerheblichem Interesse. 
Während die Buttersäure (vgl. Tabelle VIII) trotz der sich mehr oder 
weniger gut ausbildenden Peptonhaut bei allen Peptongehalten der Lösungen 
ungehindert ın demselben Maße mit derselben Geschwindigkeit in das 


Gel hineindiffundiert wie bei Ab- 
Near 
u - 


wesenheit des Peptons, wird bei Sr 


höheren Peptongehalten die Säure- .s 
quellung des Gels in hohem Maße H 





herabgedrückt. 25 
Die Abb.2 macht die Er- $ 
gebnisse anschaulich. S 
Man erkennt, daß bei Gegen- Š 
wart von 0,5 und mehr noch von 25555 Së SC 
l Proz. Pepton die Säurequellung a kee 


nahezu völlig aufgehoben ist. 

Recht bemerkenswert im Zusammenhang mit diesen Ergebnissen 
gestalteten sich Reagenzglasversuche mit einem 3proz. Gelatinegel 
und obigen Lösungen. Dem Gelatinegel war Neutralrot und eine 
minimale Menge von Natronlauge zugesetzt. 


Tabelle XLI. 


Diffusionsgeschwindigkeit in Zentimetern von n/10 Buttersäure bei 
Gegenwart von Pepton in ein 3proz. Gelatinegel. 





E 10 Buttersäure 














in n/10 Buttersäure «| Bee |. u. "05 Proz Pepton u. 1 Proz. Pepton 
! 
1Std. | 02 | 0,2 02 | 0,2 
a, " 0,3 | 0,3 | 0,3 170083 
3... 0,45 0,45 | 0,45 0,45 
4 „ 0,55 0,55 | 0,55 0,55 
1 Tag 1,5 1,5 1,5 1,5 
2 2,2 2,2 | 2,2 22 
3, | 2,85 | 2,9 | 2,85 2,85 
A, .ı 3,1 3,1 | 3,1 3,1 


Die Versuche zeigen, daß auf die Osmose der Buttersäure der 
Peptongehalt keinen Einfluß ausübt. Man beobachtete ferner bei 
einem Gehalt der Lösungen von 0,5 und 1 Proz. Pepton eine starke Haut- 
bildung, während bei den geringen Peptongehalten die Haut wesentlich 
weniger gut ausgebildet war. 

Zu ganz entsprechenden Ergebnissen führten Versuche mit Albumin- 
bzw. Albumin- und Buttersäurelösungen. 
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Tabelle XLII. Albuminlösung und 5proz. Gelatinegel. 

















Zeit u | Wasser d 1 Proz. Albuminlösung 
Minuten und ! 
Stunden | CZ, | Segen | (EE oem | Segen 
o | 30,0 am | 30,0 56,25 
3 29,5 55,00 29,5 56,00 
EN 29,0 56,00 | 29,0 56,50 
au | 29,0 57,00 29,0 58,0 
ou 28,5 | 58,50 28,5 58,25 
120 | 28,0 am 28,0 58.75 
24Std. | 25,0 | 63.00 | 25,5 | 58,50 
Tabelle XLIII. Tabelle XLIV. 








7 WEE . TI: 
































1. 2 3. 6. | S 
D ES SE _ gan! i! 
| er e ep Së , - HS = 
Zeitin (ës SE FR| së ‘sP S| EP |a 
; a89 | = KR: 88 SE KE CR 
Minuten u. | 532 | gZ “> 2 E 33% 32 35 5.8 
STel Bes 5, $ Bop Bel ët Zë? 
Bee E es "RI SS | 
o 00 50 100090, — 0 | 300 50 |0,0030, — 
3 | 290: 4,3 0,0024 |0,0006| 3 29,0 | 4,3 |0,0025 ! 0,0005 
15 | 275. 35 00019'00011| 15 L 285' 36 '0,0021 00009 


N 3 
30 30) 28,5 3,0 | 0,0017 | 0,0013 
60 28,0 2,2 0,0011i0,0019| 60 285 2,4 |0,0013 | 0,0017 

120 250 19 [0,010 00020] 120 "op 19 }0,0010 0,0020 
24 Std. | 20,0 ! Lë '00006 00024] 24 Std. | 24.0 1.4 : 0,0007 | 0.003 


Bei Verwendung der l und 2 Proz. Albumin haltigen Buttersäure- 
lösung beobachtete man eine gute Hautbildung, während bei Verwendung 
der 0,2proz. Albuminlösung die Hautbildung nur schwach war. In vollem 
Einklang hiermit stehendie Ergebnisse, welchedie Säurequellung betreffen. 

Die Tabellen XLVI und XLVII beziehen sich auf gemischte 
Lösungen von Essigsäure und verschiedenen Kolloiden, und insbesondere 
auch sauren und basischen Farbstoffen. 

Tabelle XLV. 


n/10 Buttersäure + 2Proz. Pepton 
und 5proz. Gelatinegel 














Tabelle XLVI. 
n/10 Essigsäure + 1 Proz. Pepton 
und 5 proz: Ge 


















1 2 3. 6. 7 NEE EE 7 

E ES ` Ke ep ES e o = 
Zeit in Ef ‚28 ec? SC Zeit in | S Se SE =: EZ 
Minuten u. | Eë d | EK CR 2 E | Minuten u. i 58 8 32 FR | SE 
"in Gë SS g8 Zem le Ze 
o 30,0 50 i9 ‚0030, — 0 300 50 0,0030 — 

3 2985 4,4 | d ‚0026 | 0,0004 3 29,5 4,5 ,0,0027 0,0003 

15 295 3, 7 o ‚0022 | 0 ‚0008 15 285 35 10 ‚0020 ! o ‚0010 

30 290 3 2 | 0 ‚0019 | 0, 0011 30 280 3,1 | 0 0018 O 0012 


60 290 24 0,0014 ' 0,0016 
120 285 20 00011 0,0019 
24 Std. 260 16 0,0008 00022 


60 270 23 !0,0012 | 0.0018 
120 26,0 2,0 


24 Std. 200 18 !0,0007 | 0.00% 
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Tabelle XLVI zeigt (vgl. Tabelle III), daß die Peptonhaut ebenso 
wie bei Buttersäure auch bei Essigsäure die Säurequellung des Gelatine- 
gels herabdrückt, ohne daß der Durchgang der Essigsäure erschwert 
wird. Ganz ebenso wurde eine vortreffliche Hautbildung beobachtet 
bei Zusatz größerer Mengen von Azoblau (vgl. Tabelle XLVII); diesem 
Umstande entsprach die Erschwerung des Wasserdurchtritts. 















































Tabelle XLVII. 
| Essigsäure, Wasser | Essigsäure, Azoblau | Essi säure, Wasserblau 
| u. 5 proz. Gelatinegel u. 5 proz. Gelatinegel proz. 'Gelatinegel 
| Ap ss H Ifas | Ap sag | AE è y 
Èg ebe | IS) 38w EENSp|| SES | Sagne 
Mi | e" S Fen S 1 e gä A Aë ek a 28 Pi 
EE A | "KM: SE NS | e ` ES +85 SZen SI ees 1RSge 
Stunden | Ze Saga | fead | Beks SERA 
| Së NS | e35 | e37 IN<ER“ en | 
Volumen | Volumen | Volumen | Volumen | Volum Volumen | Volumen 
| der Lösung | der nn der Lösung | der Lösung | der Ze der Lösung | der Lösung 
PR d in ccm | in ce | in ccm ER in ccm | in cem | in com | in eem 
o ` 30,0 30,0 | 30,0 30,0 | 30,0 | 30,0 30,0 
3 | 285 27,5 || 29,0 275 | 28,0 | 290 29,5 
15 | 26,5 26,0 | 28,0 26,0 26,0 | 29,0 29,0 
30 | 25,5 25,0 27,0 26,5 26,0 28,5 29.0 
60 | 245 24.0 | 26,0 26,0 26,0 28,5 28.0 
120 | 35 230 | 25,5 25,5 26,0 28,0 28,0 
24 Std. | 175 18,5 | 20,0 23,0 24,5 || 25,0 25,0 





Ganz ebenso verhielt sich der gleichfalls recht kolloidale saure 
Farbstoff Wasserblau (vgl. Tabelle XLVII). Der guten Hautbildung 
entsprach die Behinderung des Wasserdurchtritts. 

Bei Kongorot (vgl. Tabelle XLVIII) konnte man nur eine leidlich 
zusammenhängende Hautbildung erzielen, wenn man den Farbstoff 
und die Essigsäure nacheinander auf das Gel brachte. Man beobachtet 
alsdann auch einen Rückgang der Säurequellung des Gels, auch der 
kaum kolloidale saure Farbstoff Eosin verringert die Säurequellung 
des Gels, während die basischen Farbstoffe Nachtblau und Methylenblau 
und ebenso ein Eisenhydroxydsol weder eine zusammenhängende Haut- 
bildung noch eine Verminderung der Säurequellung des Gelatinegels herbei- 
führten (vgl. Tabelle XLVIII a. f. S.). 

Tabelle XLIX. HubnEremainge) (2 Eier). 





Zeit i in Wasser | n/10 Essigsäure | = 10, Essig piure 














Minuten und Volumen der Volumen der ' Volumen der 
Stunden | Lösung in cem ı Lösung in ccm | Lösung in ccm 

Ze 30,0 H 30,0 | 30,0 

3 | 28,0 29,0 | 29,0 

15 26,5 28,5 i 28,5 

30 25,0 | 27,5 28,0 

60 | 22,5 27,5 28,0 

120 | 20,0 | 26,5 28,0 

24 Std. 17,0 24.0 28,5 
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Tabelle XLVIII. 





































T. Tomite: 
ERLERNT: Schließlich lehrt Tabelle XLIX 
SCH g5 (vgl. auch Tabelle XV), daß esne 
337 > SP 5 1 proz. Peptonlösung im Gemisch mü 
GC KEE n/10 Essigsäure auch die Quelluy 
Eee) eines Eiweißgels nahezu vollständig 
2.9385 400 > d 
a FEE HFE aufzuheben imstande ist. Bemerkens- 
Bär > EEFE g wert ist, daß der Essigsäurezusatz 
S 335023 (ohne Pepton) die Quellung des 
WERT untersuchten Hühnereiweißgels viel- 
FE a leicht infolge von Salzbildung ver- 
S SS Be mindert. 
E „3302 A Zusammenfassung. 
ef ETS 1l. Von dem Gedanken aus- 
S| u BK 8 gehend, daß das Studium der Ad- 
KE FE sorption und der Osmose von in 
Ò ek E Wasser gelösten Stoffen und in 
Sib EE 3 Gelen von größter biologischer Be- 
ee EH deutung ist, wurden für eine Reihe 
S FE gs gs 2335283 von wässerigen Gelen (Gelatine, 
z DE ett . Saa Eiweiß, Agar, Natriumcholat, Kiesel- 
S SC MS | säure) und wässerigen Lösungen 
2 d -—- - oberflächenaktiverStoffe Quellungs-, 
+ S Bg 53 d Adsorptions- und osmotische Unter- 
E 3.80 Sat, Seege suchungen ausgeführt. Insbesondere 
SIS, ää SARANAT wurde auch die Adsorption und 
le. La 3 Dora  Osmose untersucht beim Vergleich 
Sie E Bet ; E derartiger Gele (Gelatine und Ei- 
S SS DER 'oowwonn weiß) ohne und mit Lecithinzusatz. 
& Ss FER S AaS Untersucht wurden wässerige Lö- 
x | 2283252 sungen von Fettsäuren, von Alko- 
£, en -- holen, Urethan, Diäthylamin, von 
Zi Ze 288 Lösungen derartiger Stoffe bei 
5| 53 S E ES Se gein Gegenwart von Salzen sowie nament- 
E Sia EE 5 "TTT" lich auch von Kolloiden. 
ert ZS >S 2. Es wurde festgestellt, daß 
Z ; ef die oberflächenaktiven Stoffe mehr 
: e e EE wwa der weniger schnell, allmählich 
3 | SER BEER SNAS mehr oder weniger vollständig von 
= REE den Gelen aufgenommen werden. 
Š! 22.2”... __ Etliche Ergebnisse, wie beispielsweis 
era _ d der Einfluß von Salzzusätzen. 
CE | "93380 standen in Übereinstimmung mit 
"ës dë bereits bekannten Feststellungen. 
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Dagegen zeigte unter anderem das gleich schnelle Eindringen 
von Essigsäure und Buttersäure in wässerigen Gelen, daß hier nicht 
die Oberflächenaktivität von so entscheidender Bedeutung ist wie bei den 
bisherigen Untersuchungen an Zellen und Zellaggregaten (vgl. die folgende 
Arbeit von Prof. Traube). 

3. Die vergleichenden Untersuchungen an wässerigen Gelen mit 
und ohne Lecithinzusatz ergaben, daß Stoffe von nicht zu großer Ober- 
flächenaktivität wie Essigsäure, Urethan, ja selbst Buttersäure bei 
den untersuchten Mengenverhältnissen von Gelatine usw. und Lecithin, 
fast ausschließlich auf dem Wasserwege in die@ele eindringen, während mit 
zunehmender Oberflächenaktivität bzw. Lipoidlöslichkeit (Octylalkohol, 
Caprylsäure) Wasserweg und Lipoidweg in Betracht kommen (vgl. die 
folgende Arbeit von Prof. Traube). 

4. Die Versuche mit einem Gelatine- und Eiweißgel sowie ge- 
mischten Lösungen von Fettsäuren (Essigsäure, Buttersäure) und 
Kolloiden, wie Pepton, Albumin, sauren Farbstoffen usw. führten zu 
den Ergebnissen, daß vermutlich wegen der entgegengesetzten Ladung 
der Kolloide eine Hautbildung stattfand, welche den Durchtritt der 
Fettsäuren nicht beeinträchtigte, dagegen merkwürdigerweise die Auf- 
nahme des Wassers durch das Gel, also die Quellung, verhindert. 

Die Häute verhalten sich wie semipermeable Membranen gegenüber 
dem Wasser. 
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Lipoidtheorie und Oberflächenaktivitätstheorie. 


Von 
J. Traube (Berlin-Charlottenburg). 


(Eingegangen am 18. Oktober 1924.) 


Als van ’t Hoffs Theorie die großen Erwartungen der Biologen, 
soweit es sich um die eigentlichen osmotischen Probleme handelte, 
nicht erfüllt hatte, war es zweifellos ein erheblicher Fortschritt, als 
Ernst Overton jene einfache, allgemein bekannte Theorie entwickelte, 
welche als Lipoidtheorie bekannt ist und als Ursache der Osmose die 
mehr oder weniger große Löslichkeit der Stoffe in den in der Zell- 
oberfläche angenommenen Lipoiden annahm. 

Soweit mir bekannt ist, habe ich wohl zuerst gegen diese Theorie 
Einwände geltend gemacht!). Auf die Einzelheiten meiner Kritik 
will ich nicht weiter eingehen, sondern nur daran erinnern, daß ich 
zuerst auf die Beziehungen der Oberflächenaktivität zu den osmo- 
tischen Fähigkeiten der Stoffe hinwies, und damit die Grundlagen 
einer Theorie festlegte, welche an die Stelle der Lipoidlöslichkeit die 
Oberflächenaktivität bzw. den Haftdruck setzte. Nach dem Prinzip 
von W.Gibbs konzentrieren sich die Stoffe um so mehr in der Phasen- 
grenzfläche, je oberflächenaktiver sie sind, je geringer ihre Haftintensität 
am Wasser ist, und der Größe der Konzentration entsprach auch die 
Chance des Eindringens in wässeriges Protoplasma und ebenso im 
allgemeinen auch in Lipoide, denn es wurde von mir stets betont, daß 
„im allgemeinen ein Stoff eine um so größere Tendenz hat, sich in 
Lipoiden zu lösen, je größer seine Tendenz ist, sich aus der wässerigen 
Lösung zu entfernen‘‘?). An anderer Stelle äußerte ich: ‚Wo Lipoide 
in der Membran vorhanden sind, können dieselben einen großen Einfluß 
auf den osmotischen Vorgang haben‘‘?). Ich habe also niemals die 
Lipoidtheorie völlig ausschalten wollen, sondern, indem ich auf die 
qualitativen und sogar quantitativen Beziehungen von Oberflächen- 
aktivität, Adsorption und Osmose hinwies, zeigte ich nur, daß es nicht 
notwendig sei, allgemein auf die Gegenwart der Lipoide zurückzugreifen. 
Später wurde dann von Rukhland und anderen Forschern die Lipoid- 
theorie bekämpft, indem gezeigt wurde, daß für das Eindringen von 





D Traube, Pflügers Arch. f. d. ges. Physiol. 105, 540, 1904; 123, 419, 
1908; 132, 51), 1910; 140, 123, 1911; 158, 282, 1913. 

2) 1. e. 153, 284, 1913. 

3) Traube, Pflügers Arch. f. d. ges. Physiol. 182, 511, 1910. 
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Farbstoffen in Zellen keineswegs immer die Lipoidlöslichkeit ent- 
scheidend war, und Warburg zeigte alsdann gemeinsam mit seinen 
Schülern, daß bei den Adsorptions- und katalytischen Vorgängen 
oberflächenaktive Stoffe sich in der gleichen Reihenfolge ordneten, 
gleichgültig, ob in der adsorbierenden Oberfläche Lipoide enthalten 
waren oder nicht. 

Die vorhergehende Arbeit meines Schülers T. Tomita veranlaßt 
mich nun, nach einer bestimmten Richtung für die Lipoidtheorie eine 
Lanze zu brechen. Um nicht mißverstanden zu werden, sei bemerkt, 
daß das meiste, was in früheren Arbeiten behauptet wurde, aufrecht 
erhalten werden kann, indessen es zeigt sich, daß die Gegenwart und 
Verbreitung der Lipoide im tierischen und pflanzlichen Organismus doch 
vielfach von ausschlaggebender Bedeutung für die osmotischen Vor- 
gänge ist. 

Bekanntlich hat das Studium der verschiedensten biologischen 
Vorgänge über das Eindringen von Stoffen in pflanzliche oder tierische 
Einzelzellen oder Zellagregate, wie Pflanzenzellen, Blutkörperchen, 
Muskeln usw. gezeigt, daß die Geschwindigkeit und Größe der Osmose 
für die oberflächenaktiven Stoffe wesentlich größer ist als für die ober- 
flächeninaktiven Stoffe und daß, wie bereits erwähnt wurde, Oberflächen- 
aktivität und Osmose im allgemeinen parallel gehen. Diese Tatsache 
wurde durch etliche experimentelle Arbeiten festgestellt, aber alle 
diese Arbeiten beziehen sich auf osmotische Arbeiten an Zellen und 
Geweben, also an kolloiden Gebilden, die zum Teil aus wässerigem 
Protoplasma, zum Teil aus Lipoiden usw. aufgebaut sind. 

In der Arbeit von Tomita wurden nun aber die Adsorption und die 
osmotischen Vorgänge gesondert untersucht: an wässerigen Gelen, 
sowie an wässerigen Gelen, welchen bestimmte Mengen von Lipoiden 
zugefügt waren. 

Betrachten wir zunächst die Ergebnisse T’omitas, welche statt- 
hatten, wenn den in das Gel eindringenden Stoffen nur der Wasserweg 
offen stand, also Lipoide nicht vorhanden waren. 

Buttersäure ist wesentlich oberflächenaktiver als Essigsäure, 
cennoch sehen wir (s. Tabellen III bis XII, sowie XV und XVH 
der vorhergehenden Arbeit Tomitas), daß beide Säuren gleich schnell 
in ein Gelatine- oder Eiweißgel eindringen und in den Gelen vordringen, 
und selbst, wenn man die Aufnahme einer so stark oberflächenaktiven 
Säure wie der Caprylsäure (Tabelle XIII) ansieht, so ist man zunächst 
erstaunt, mit welch geringer Geschwindigkeit die Adsorption erfolgt. 
Die Ausdehnung der Arbeit von Tomita auf oberflächeninaktive Säuren, 
welche zurzeit Herr Yumikura in meinem Laboratorium bewirkt, zeigt 
uns, daß das Eindringen und das Vordringen etwa der Salzsäure 
wesentlich schneller erfolgt als der obigen Fettsäuren. Also irgend- 
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welche Beziehungen von Oberflächenaktivität und osmotischen Fähig- 
keiten sind hier nicht vorhanden, und wenn wir daran denken, daß 
die Diffusionsfähigkeit homologer organischer Stoffe abnimmt mit 
wachsendem Molekulargewicht, daß ferner die Diffusionsgeschwindigkeit 
einer anorganischen Säure, wie der Salzsäure, weit größer ist als 
diejenige der genannten organischen Säuren, wenn wir ferner die ver- 
schiedene Größe der Wasserquellung der Gele bei Gegenwart der ge- 
nannten Säuren berücksichtigen, so kann man sich über die Ergeb- 
nisse von Tomitas Arbeit nicht wundern. 

Bei den untersuchten indifferenten, mehr oder weniger aktiven 
Stoffen (Urethan, i-Amylalkohol, Octylalkohol usw.) liegen die Ver- 
hältnisse nicht anders und man erkennt somit, daß die Untersuchungen 
an wässerigen Gelen zu ganz anderen Ergebnissen führen wie etwa die 
bekannten Untersuchungen an Muskeln usw. 

Wären in den Muskeln usw. keine Lipoide vorhanden, so würde 
man niemals jene bekannten Beziehungen von Osmose und Ober- 
flächenaktivität bzw. der der ÖOberflächenaktivität im allgemeinen 
parallel gehenden Lipoidlöslichkeit gefunden haben. 

Der große Mangel der bisherigen Untersuchungen liegt darin, 
daß man bisher nur die Adsorption und Osmose an Zellen und Zell- 
verbänden, d. h. gelartigen wässerigen protoplasmatischen und gleich- 
zeitig mehr oder weniger lipoidhaltigen Gebilden untersucht hat. Die 
Lücke ist durch die Untersuchungen von Tomita und die sich daran 
anschließenden, erst später zu veröffentlichenden Untersuchungen 
von Yumikura ausgefüllt worden. 

Ist nur ein Weg, der Wasserweg, zum Eindringen in das Gel vor- 
handen, so werden leichtwasserlösliche Stoffe, auch leichtwasser- 
lösliche Narkotica, wie Äthylalkohol, Urethan usw. leicht eindringen 
und vordringen, auch in Wasser schwer lösliche Stoffe, wie Octyl- 
alkohol, Caprylsäure usw., die infolge ihrer Oberflächenaktivität stark 
an den Grenzflächen adsorbiert werden, dringen in das Gel allmählich 
ein, aber irgendwelche einfachen Beziehungen der Geschwindigkeit des 
Vordringens zur Oberflächenaktivität bestehen nicht. 

Sind, wie im pflanzlichen und tierischen Organismus, zwei Wege 
vorhanden, der Wasser- und Lipoidweg, so werden gut wasserlösliche 
und weniger gut oder gar nicht lipoidlösliche Stoffe (s. Tomita) den 
Wasserweg bevorzugen (Salze, Äthylalkohol, Urethan); je weniger 
wasserlöslich und je lipoidlöslicher der Stoff aber wird (Ootylalkohol. 
Caprylsäure), um so mehr wird am Transport auch der Lipoidweg 
beteiligt sein, um ao mehr werden sich die Beziehungen zwischen Osmose 
und Oberflächenaktivität bzw. Lipoidlöslichkeit geltend machen. 

Je größer nun die relative Lipoidmenge zur Menge des wässerigen 
Protoplasmas ist, oder vielmehr die vorhandenen Oberflächen von 
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Lipoid und Wasser, um so reiner werden die Beziehungen zwischen 
Osmose und Oberflächenaktivität bzw. Lipoidlöslichkeit hervortreten 
und umgekehrt. Da nun in tierischen und pflanzlichen Gebilden diese 
Verteilung von Wasser und Lipoiden sehr verschieden ist, so wird auch 
die Beziehung von Osmose zur Oberflächenaktivität und Lipoidlöslich- 
keit in sehr verschiedenem Maße hervortreten und in beispielsweise 
pflanzlichen Gebilden, in welchen der Lipoidgehalt sehr zurücktritt, 
werden auch die Beziehungen zur Oberflächenaktivität bzw. Lipoid- 
löslichkeit wenig ausgesprochen sein. Je größer der Lipoidgehalt einer 
Membran und je feiner seine Verteilung ist, um so mehr verschiebt 
sich die Resorptionsgeschwindigkeit zugunsten der oberflächenaktiven 
Stoffe, und je größer der Lipoidgehalt der Zellen ist, um so leichter 
werden die, echten Narkotica in die betreffenden Zellen eintreten. 
Wasserunlösliche Stoffe, wie Chloroform usw., werden natürlich nur 
den Lipoidweg beschreiten können. 

Was insbesondere die Narkose betrifft, so kommen hier beide 
Theorien: die Oberflächenaktivitätstheorie wie die Lipoidtheorie zur 
Geltung. 

Die Oberflächenaktivität ist maßgebend für die Ansammlung der 
in Wasser gelösten Stoffe nach Gibbs in den Grenzflächen. Die Chance 
der Adsorption und des Eindringens steht mit der Konzentration in 
der Phasengrenzfläche im engsten Zusammenhang. Die stark wasser- 
löslichen Narkotica bevorzugen den Wasserweg, die eigentlichen 
Narkotica dagegen den Lipoidweg. Insofern die Narkose alsdann in 
Anknüpfung und Erweiterung der Theorie von Verworn auf einer Ver- 
langsamung von ÖOxydations- und sonstigen Vorgängen, insbesondere 
auch der bioelektrischen Vorgänge beruht, kommen wiederum die von 
Battelli und Stern, Vernon, Warburg usw. festgestellten Beziehungen 
von Oberflächenaktivität und katalytischen Wirkungen der als negative 
Katalysatoren anzusprechenden Narkotica in Betracht. 

In dieser Weise dürfte die lang andauernde Streitfrage zwischen 
Oberflächenaktivitäts- bzw. Haftdrucktheorie und Lipoidtheorie am 
besten geklärt sein. Beide Theorien haben und behalten ihre Bedeutung, 
und zwar im wesentlichen deshalb, weil, wie übrigens stets von mir 
hervorgehoben wurde, Oberflächenaktivität und Lipoidlöslichkeit im 
allgemeinen parallel gehen, oder Haftintensität am Wasser und an 
Lipoiden meist in umgekehrtem Verhältnis stehen }). 


1) Im Anschlusse an die vorliegende Arbeit sei hingewiesen auf die 
Ergebnisse der Mitteilung von R. Collander, Über die Durchlässigkeit von 
Kupferferrocyanidniederschlagsmembranen für Nichtelektrolyte. Kolloid- 
chem. Beihefte 1912, 1924. Die Ergebnisse dieser Arbeit, nach welcher 
stark oberflächenaktive Stoffe besonders schlecht dissoziieren, werden ver- 
ständlich, da in den betreffenden Membranen Lipoide durchaus fehlen. 


| Über 
tryptische Verdauung bei schwacher Enzymkonzentration. II. 


Von 
Rudolf Ehrenberg. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universität Göttingen.) 
(Eingegangen am 21. Oktober 1924.) 


In der voraufgehenden Mitteilung!) war über Versuche berichtet 
worden, welche dem Problem der Veränderung des Enzyms mit der 
Wirksamkeit und der Frage dienten, ob bei der tryptischen Proteolyse 
aus dem Substrat selbst enzymwirksame Substanz entstehen kann. 
Es sei hier noch einmal betont, daß die enzymatische Proteolyse keines- 
wegs als Paradigma zur Enzymfrage überhaupt dienen kann. Bei 
Enzymen mit einfacher, definierter Reaktion (Saccharasen, Esterasen. 
Katalase usw.) läßt sich zumindest die Substratkonzentration ein- 
deutig angeben, da jede Spaltung eine entsprechende Verminderung 
derselben darstellt. Bei der Proteolyse nimmt mit der Spaltung die 
Substratkonzentration zu, solange die Spaltstücke weiter spaltbar 
sind. Wenn trotzdem die Proteolysiergeschwindigkeit so rasch ab- 
nimmt, obwohl erst ein Bruchteil der hydrolysierbaren Bindungen 
gelöst ist, so zeigt das schon, wie kompliziert die Vorgänge sind. Mißt 
man die Enzymwirksamkeit einer Lösung nur an dem Kriterium einer 
Zustandsänderung des Eiweißsubstrats, wie Auflösung, Fällbarkeit. 
Viskositätsänderung, so kann man bei kurzdauernden Versuchen und 
relativ hohen Enzymkonzentrationen dieser Problematik entgehen und 
zu Vergleichswerten der Enzymstärke kommen, gewinnt aber keinen 
weiteren Einblick in den Vorgang. Aufschlußreicher ist die Unter- 
suchung der Aufspaltung definierter Di- und Polypeptide (Emil Fischer. 
Abderhalden), aber sie ergibt zunächst nur die Spaltbarkeit des be- 


1) Diese Zeitschr. 149, 269, 1924. 
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treffenden Substrats, also auch nur einen Teilvorgang. Unsere Unter- 
suchung geht in Fortsetzung der in der ersten Mitteilung referierten 
Versuche darauf aus, die tryptische Proteolyse während längerer Dauer 
zu verfolgen und sowohl die in. den aufeinander folgenden Perioden 
auftretenden Spaltstücke in ihrer Zusammensetzung kennenzulernen 
als auch die Veränderungen an dem Träger der tryptischen Wirkung. 


Über die ersteren Befunde soll in einer späteren Mitteilung be- 
richtet werden, die nachstehenden Versuche betreffen die zweite Frage, 
sie schließen sich in der Methodik an die der ersten Mitteilung an. 
Der nachstehende Versuch ist eine Ergänzung zu den Dialyseverdauungs- 
versuchen in der zweiten Hälfte jener Arbeit. Es hatte sich damals 
gezeigt, daß aus einer Trypsin-Caseinverdauung enzymwirksame 
Dialysate resultierten mit dem Maximum bei dem Dialysat des zweiten 
bis dritten Tages und Abklingen der Wirksamkeit bis auf Null in dem 
des sechsten. Eine nochmalige Nachfügung von Casein innen hatte 
keine wirksamen Dialysate mehr ergeben, obgleich die Enzymkraft 
innen noch beträchtlich war; andererseits hatte eine Trypsinlösung, 
die ohne Casein und in der Kälte 6 Tage lang wirksame Dialysate 
geliefert hatte, die dann in Brutwärme zwei unwirksame Tagesdialysate 
ergeben hatte, bei Caseinzusatz wieder schwach, aber deutlich wirksame 
Dialysate erzeugt. Um die Parallele zu dem Casein-Trypsinversuch 
vollständiger zu machen, wurde der Versuch noch einmal in der Weise 
angesetzt, daß die substratlose Trypsinlösung zuerst 6 Tage bei 37° 
gegen Phosphatlösungen dialysierte, darauf auf 5 Proz. Casein gebracht 
wurde und abermals 6 Tage gleicherweise dialysierte, das Resultat zeigt: 


Tabelle I. 


Dialyse durch Pergamentschlauch, Pankreatin Rhenania 1 Proz., m/15 
Phosphatgemisch Py 7,5. Verdauungsversuche: 25ccm der Lösung: 
25 ccm lproz. Caseinphosphat, Entnahmen 5ccm mit Beem n/10 HCI 
verdünnt, davcen je 2 ccm in Doppelbestimmung nach van Slyke auf NH,-N 
untersucht, 37° Toluol. 100 cem innen und außen. 











NHN | ` Verdauung, Stunden, mg/100 DEn 
| ' Essigfällung 
in l] cem ` | 
— | Ausgangslösung . , 24 38 40 45 5 ` 0 
— : 1. Dialysat. ne 16 15 15 17 21 Ä (+) 
=. Wa ee EE ee en n 
En age ..¢ 10 | 10 | 10 | 10 | 13 i ++ 
=. 40 sl ai s| ai 10 | Sek 
geg, 1 2E a 7 7 7 7 9 | +++ 
— "e p 8 8 8 8 9 ee 
— : Inmnenlösung ..: 10 | ul 5| 2j z 0 


Zur Innenlösung 5proz. Casein. Dialyseverdauung. 


364 ‚RB. Ehrenberg: 








0,17 


a D 15 > 15 15 14 17 ++++ 
0,20 || Innenlösung 


Nimmt man diesen Versuch mit denjenigen der ersten Mitteilung 
zusammen, 80 ergibt sich folgendes Bild. Die caseinverdauende Trypsin- 
lösung verliert die Fähigkeit, wirksame Dialysate zu liefern, einerlei, 
ob Casein nachgefügt wird oder nicht. Eine Trypsinlösung ohne Substrat- 
zusatz verliert diese Fähigkeit in der Wärme ebenfalls, und zwar nimmt 
die Wirksamkeit der Dialysate von Anfang an stetig ab, während die 
Casein-Trypsinlösung erst nach Tagen das Maximum der Dialysat- 
wirksamkeit erreicht. Die Trypsinlösung liefert aber wieder wirksame 
Dialysate, wenn ihr nachträglich Casein zugesetzt wird, im Gegensatz 
also zu der Casein-Trypsinausgangslösung und obgleich sie durch die 
sechstägige erste Warmdialyse, wie zu erwarten, mehr geschwächt war 
als jene. Zweierlei ist daraus zu folgern. Einmal, daß die Wärme- 
abschwächung der substratlosen Trypsinlösung etwas anderes ist als 
die der substrathaltigen, daß also das Enzym mit der Wirkung am 
Substrat sich verändert, nicht ‘nur konzentrationsmäßig abnimmt. 
Zweitens gewinnt die Annahme, daß aus dem Substrat, dem Casein, 
enzymwirksame Substanz entstehen kann, sehr an Wahrscheinlichkeit. 
In dieser Hinsicht weitere Aufklärung zu bringen, dienen in erster 
Linie die nachstehend mitzuteilenden Versuche. Die Aufgabe ist, 
nachzuweisen, daß ein Teil der nach der Verdauung restierenden Enzym- 
kraft dem Casein entstammt. Der Versuch, sie mit Hilfe von Membranen 
zu lösen, begegnet natürlich dem Einwand aus der Veränderlichkeit 
der Porengröße. Wenn das Casein oder seine Spaltstücke diesen Einfluß 
auf Pergamenthäute haben sollten, so wäre schwer zu verstehen, wie 
das Maximum — längere Zeit nach Beginn — und das nachfolgende, 
auch bei Caseinnachfügung endgültige Aufhören der Enzymdialyse 
bei noch gut wirksamer Binnenlösung zustande käme. Es wurde nun 
zunächst das Membranmaterial variiert und statt der Dialyse die 
langsame Ultrafiltration angewendet. Ich benutzte dabei ein hoch- 
wertiges Pankreaspräparat, das aus Enzymteilchen von gleichmäßigerer, 
und zwar beträchtlicherer Teilchengröße bestand. 
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Tabelle II. 


0,2proz. Pankreatinlösung in Phosphat, weitporiges de Haensches Filter. 
Verdauungsversuch 20 cem Lösung: 10 ccm 4proz. Casein. 








| o Std. 1/, Std. 2 Std. 24 Std. >- 
| mg/100 mg/100 mg/100 | mg/100 
nn u een ee 
Unfiltriert . . 2.22 22 2200. | 15 41 60 
Filtriertt `... | 2» 60 
25ccm Phosphat nachgespült. . | l 47 
Tabelle III. 


Dieselbe Enzymlösung wie in Tabelle II, mittelweites Ultrafilter de Haen. 
Nach Filtration von 20 ccm der Enzymlösung werden nacheinander Portionen 
von je 20 ccm 1proz. Caseinphosphatlösung langsam durchfiltriert, zwischen- 
durch wird mehrfach Wasser durchgesogen, die Filtrate sind caseinhaltig, 
werden bei Zimmertemperatur innerhalb 6 bis 12 Stunden caseinfrei (auf 
Essigsäure). Nach Caseinfiltration 1 bis 5 bleibt das Filter 8 Tage bei 
Zimmertemperatur in Thymolwasser, wird dann reichlich gewässert, es 
folgt Caseinfiltration 6 bis 10, wovon Caseinfiltrat 7 und 8 in umgekehrter 
Richtung das Filter schneller passieren. Verdauungsversuche: je 12 ccm 
Lösung : 10 cem 1proz. Casein, Proben 5: 5 mit n/10 HCl versetzt, van Slyke 
in 2ccem. 37°, Toluol. | 





Lösung | o Std. 1/, Std. 2 Std. 24 Std. 








Unfiltrierte Enzymlösung . . . . 20 — 

Filtrierte Enzymlösung . .... | 13 ++ 13 ++ 

Caseinfiltratl* . . . 2 2 2 2.2. 19 ++ 31 — 
p EUREN EAN 2A ++ = 
3 Dar E Bu 23 + 
a EE E A E E E 23 + 
S SEENEN | 25 + 
S ege ee e 15 +-+ — 
2 Te ade u rg Ace 22 ++ — 
5 SR EN BE | . 22 -+-+ 28 — 
S HESE 14 ++ geck . % — 
= Win map i 14 ++ 24 — 


Die Zeichen hinter den Zahlen geben die Proben auf Essigfällung 
des Caseins wieder. Caseinfiltrat 1* war versehentlich verdünnt worden, 
die Werte sind also zu niedrig. 


Diese Versuche, zusammen mit denen der Dialyse, sprechen wohl 
sehr entschieden für die Annahme einer Entstehung proteolytisch 
wirkender Substanz aus dem Casein. Würde es sich um eine Veränderung 
der Porenweite handeln, so wäre zu erwarten, daß die Enzymwirksam- 
keit in den aufeinander folgenden Durchspülungslösungen rasch ab- 
nehmen würde, zumal, wie Tabelle II lehrt, das verwendete Enzym 
bei ausreichender Porenweite fast vollständig durchpassiert und leicht 
auszuwaschen ist. Statt dessen bleibt die Enzymkraft der Casein- 
filtrate in Tabelle III durch fünf Passagen konstant, nimmt in Tabelle IV 
mit der ansteigenden Caseinkonzentration sogar zu. Außerdem müßte 
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Tabelle IV. 


Das gleiche Pankreatin wie in Tabelle III, viel schwächere (alte) Lösung, 
20 ccm davon durch mittelweitporiges Filter, dann je 20 ccm der an- 
gegebenen Lösungen nacheinander, die letzten beiden nach mehrtägigem 
` Aufenthalt des Filters in Thymolwasser und Wässerung. Die Lösung in 
Versuch 7 und 8 ist eine von Produkten einer abgelaufenen, aufgekochten 
Trypsincaseinverdauung. Übrige Anordnung wie in Tabelle III. 














Lösung 0 Std. | 1/2Std.| 2 Std. | 24Std. | 

Enzym filtriert. . . ... 8 1 9 10 10 | Fallung unverändert 
Phosphatlösung EE H 7 9 8°. é 
Casein ! Proz.. ..... | 7 9 9 IL `, abgenommen 

e e er Se ER ‚ 10 10 IL 17  Trübung 

5 =) PO | ei 12 20 | geringe Trübung 
Phosphatlösung. `... vi 1 — — ' 11 |! Fällung unverändert 
Verdauungslösung filtriert. ` 87 | — ' — 89 || Trübung 

a unfiltriert. | 93 |; — : — 97 - 

Casein 1Proz. . ..... | 2 20 21 26 || Fallungssbnabme 

DO SERGE erh 20 | o om ae" SE 


In den letzten beiden Versuchen dauerte der Caseinschwund in 
den Filtraten vor Ansatz des Verdauungsversuchs bei Zimmertemperatur 
4 Tage. 

Tabelle V. 
lösung wie in Tabelle II und III, durch gehärtetes Filter passiert, den 


Rückstand länger mit Phosphatlösung gewaschen, dann je 20 cem 1. Phos- 
phatlösung, 2. lproz. Caseinlösung. Verdauungsproben wie oben. 


























i Lösung O Std. | '3 Std. 2 Std. |24 Std. Essıgfällung 
Et EE EE ar en W- a re j der ee er; i EE EE a ey Te K A E 
l. ER | 2 2: 2 2 ë Fällung 
De ee E E 110 12 | 14 18 ' kaum Trübung 
Tabelle VI. 


Pankreatin Rhenania 2,5g in 500 cem Phosphat gelöst, nach 24 Stunden 

durch Papierbrei filtriert, Rückstand mit Phosphat verrieben, erneut durch 

Papierbrei filtriert, reichlich gewässert, dann je 10 ccm von 1. Phosphat, 

2. lproz. Casein langsam durchlaufen lassen. Verdauungsversuch 10 cem 
Filtrat: 20 ccm ?proz. Caseinlösung. 














Lösung O Std, 1Std | 3Std. | 24 Std | 4 Tage 
ee ae "a 6 um. 2% 35 
EEN E (E KO" 3% 56 


dann eine zwischen die Caseinfiltrationen eingeschaltete Phosphat- 
durchspülung ebenfalls Enzym mitnehmen, da die Poren ja nunmehr 
erweitert wären. Die gleichen Gründe sprechen gegen eine Adsorption 
des Enzyms an das Filtermaterial und Verdrängung durch das Casein. 
hiergegen spricht ferner die absolute Enzymfreiheit des Erstfütrats 
und die Tatsache. daß in dem weit.porigen Filter nicht adsorbiert wird. 
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Es wurde dann ein anderer Weg versucht, um über den Zustand 
des Enzyms und die Beziehung zum Casein weitere Anzeichen zu ge- 
winnen. 2g Pankreaspräparat vom Schwein wurden mit 100 ccm 
Phosphat verrieben, 4 Tage bei 10° stehengelassen, filtriert und scharf 
zentrifugiert, überstehende Flüssigkeit (A). Der Bodensatz wurde 
mit 100ccem Phosphat aufgenommen, 24 Stunden belassen, dann 
abermals zentrifugiert: Lösung B. Der Bodensatz mit DO eem Ph. 
24 Stunden belassen, zentrifugiert: Lösung C. Der Bodensatz mit 
50 ccm 1proz. Casein-Phosphat wiederum nach 24 Stunden zentrifugiert: 
Lösung D. Der Bodensatz, der von C auf D zugenommen hatte, wieder 
mit 50 ccm Ph. 24 Stunden zentrifugiert: Lösung E. Schließlich wurde 
der Bodensatz in 10 ccm Ph. aufgenommen und direkt zum Verdauungs- 
versuch verwandt: F. Verdauungsversuche: 10ccm Lösung : 20 ccm 
2proz. Casein. A und B wurden nach zehntägigem Stehen bei Zimmer- 
temperatur nochmals zentrifugiert, ohne beachtlichen Bodensatz zu 
geben, durch weitporiges Ultrafilter geschickt und in gleicher Weise 
der Verdauungsprobe zugeführt: AA und BB. 

















Tabelle VII. 
Lösung SW 0Std. A 1Std. | e on, SEI EI std | 4 Tage 
| | ! | 

A... 48 am a w | 10 
B , 13 25 35 | 41 5l 
C Si 9 9 15 19 30 
D 11 14 18 | 24 29 
E KÉ 12 12 12 10 18 
F 12 | 13 19 22 | 28 
AA... 42 | 69 79 Ä 86 | 90 
BB...|, 12 14 21 ' 32 | 45 


Der Versuch EN daß bei ege der Caseinlösung zur 
Aufnahme des Zentrifugats die Enzymwirksamkeit ansteigt, während 
sie sonst von Aufnahme zu Aufnahme rasch abfällt. In Parallel- 
versuchen mit anderen Präparaten war zumindest ein relativer Wieder- 
anstieg der Enzymwirksamkeit in der Caseinaufnahme (d. h. gegenüber 
der Phosphataufnahme der gleichen Stelle in der Reihe) stets zu kon- 
statieren. Natürlich ist der Versuch nicht beweisend für die Ent- 
stehung wirksamer Substanz aus dem Casein, es kann sich auch um 
Löslichkeitsunterschiede handeln, immerhin fügt er sich den vor- 
besprochenen an, beachtlich erscheint vielleicht auch der totale Abfall 
von D zu E, während in F doch noch Wirksamkeit vorhanden ist, 
und daß D besonders zu Beginn besser verdaut als C und F. 

Bemerkenswert ist auch noch der viel stärkere Abfall von BB 
gegenüber B als von AA gegenüber A. Ich füge einen sonst völlig 
parallelen Versuch hierzu mit einem säurevorbehandelten Hunde- 
pankreaspräparat an. der sich nur darin von dem vorstehenden unter- 
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schied, daß bei der erneuten Zentrifugierung nach dem zehntägigen 
Stehen A einen beachtlichen Bodensatz gab. 





Tabelle VIII. 
1 Std. 6 Std. 24 4 Std. L LI 4 4 Tage 

66 78 | 90 90 

21 39 | 44 52 

38 | 47 58 64 

I EE EE | 4% 





Hier ist also offenbar in A eine Teilchenvergrößerung der Träger 
der enzymatischen Wirkung vorgegangen. Die Lösungen B gaben 
keine Eiweißreaktionen, auch ließ sich in 10 ccm der Trockenrückstand 
gegenüber der reinen Grundsalzlösung mit der analytischen Wage 
nicht unterscheiden. 

Es folgen weiter Versuche länger fortgesetzter Verdauung mit 
Variation der Enzym- oder Substratkonzentration und Substrat- 
"nachschub. 


Tabelle IX. 


Pankreatinkonzentrationen im Verhältnis von (A) 1:(B) 0,5: (C) 0,25 
: (D) 0,1. 1proz. Caseinkonzentration 40 cem. Entnahme 5 cem: Beem 
n/10 HCl, Proben in 2 ccm van Slyke mg/100. 














Lösung © | 08, 1 Std. (is Std. 24 Std. 
TETEE s | 2% om ` 39 
EE d ! 9 22 ! 37 
NEE 5 9 16 | 32 
Di ee 5 7 13 | 29 

Zu je 20ccm der Lösungen Lü eem 4proz. Caseins nachgefügt. 
A a a et | 35 45 66 77 
ee 32 36 46 70 
Er ee Se ar 30 35 44 59 
D EENG | 29 31 34 58 

Zu je 10 cem der Lösungen l5cem lproz. Caseins nachgefügt. 
A ei er e i 33 37 40 54 
e Su E E E 29 33 33 49 
Er ee A | 27 32 32 | 44 
Din ern Ari | 27 27 31 39 


In einem ähnlichen Versuch wurden die Caseinkonzentrationen 
in der ersten ea im gleichen Sinne variiert wie die 
Enzymkonzentrationen. 


Die Versuche zeigen, wie sich die anfangs großen Unterschiede 
in der Verdauungsgeschwindigkeit der verschiedenen Enzymkonzen- 
trationen mehr und mehr ausgleichen, in Tab. X kompliziert durch den 
verschiedenen Gehalt an ‚hemmenden Substanzen‘ (Northorp). 


ı SL 
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Tabelle X. 


Pankreatinkonzentrationen: (E) 1: (F) 0,5: (G) 0,1. 
Caseinkonzentrationen: (E) 2 Proz. : (F) 1 Drog (G) 0,2 Proz. 





Lösung 0 Std. UE EH 11%, Std. 24 Std. 


E (ae ig er e ` a. 43 73 
ger eg 1 7 36 
ee E | 5 


Zu je 20com der SH 10 com inor Caseins. 























E een 55 64 7 | 98 
E esuke 3] 40 A8 d 
Ce 13 15 18 | 41 
Zu je 10ccm Lösung l5ccm lproz, Caseins. 
Ba ee | @ 4 | 46 58 
EE 29 3l j 3M 46 
EEE Ee | 22 22 4 32 





In weiteren Versuchen wurde bei konstanter Enzymkonzentration 
die Substratkonzentration variiert. 


Tabelle XI. 


Je 10ccm Pankreatinlösung zu je 40 ccm von (A) 4 Proz., (B) 2 Proz., 
(C) 1 Proz. Casein. Verdauungsproben wie oben. 


Lösung | 0 Std. Us Std. 2Std. 24 Std. 3 Tage 
i u EE Ger eg Deiere ti a eilt 








Lösungen in Schleicher-Schüllhülsen drei Tage kalt gegen mehrfach 
gewechselte Phosphatlösung dialysiert, Volumina gleichgemacht. Ver- 
dauungsversuche 10 ccm: 20 ccm 2proz. Casein. 


A.. © 2B 23 30 46 56 
B... 18 18 24 39 47 
C o l5 15 21 34 40 








Dieselben Lösungen (nach der Dialyse) durch weitporiges Ultrafilter 
gegeben, Verdauungsprobe 1 O: 20 ccm 2proz. Casein. 


A e. | 19 19 | 24 | 43 49 
B | 15 14 16 | 34 43 
C T. 10 10 10 | 25 36 








Die restierenden Enzymwirksamkeiten ordnen sich hier also nach 
den Substratkonzentrationen, und bemerkenswerterweise wird die 
Reihe nach der Ultrafiltration ausgeprägter, die substratreicheren 
Lösungen enthalten also relativ mehr an ultrafiltrierbarem, aber nicht 
dialysierendem Enzym. 
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Tabelle XII. 
Je 100 cem Pankreatinlösung wurden mit Casein in Substanz versetzt, und 
zwar: A 10g, B 5g, C 2,5g, D 0g, und 2 Tage bei 37° belassen; in A war 
viel, in B etwas Casein ungelöst geblieben, alle Lösungen wurden durch 
Papierbrei filtriert. Je 50 cem der Lösungen und auch der unbehandelten 
Ausgangsenzymlösung wurden 4 Tage wie in Tabelle XT dialysiert. Ver- 
dauungsversuche 10 cem : 20 ccm 2proz. Casein, van Slyke hier in Leem. 


Lösung | and Ip | 38. | An 3 Tage 


l. Undialysiert. 


A | 79 84 | 95 102 115 
B A 6l 67 | 81 84 101 
C 1 "A8 47 | 57 064 70 
D 17 | 17 25 34 | 45 
E © 18 o | 37 | 46 55 
2. Dialysiert. 
A | 23 | 32 | 41 56 59 
B f 15 | 24 37 | 48 | 53 
C sal 13 20 29 44 51 
Dis: 12 | 15 | 19 | 35 39 
E gasi 11 | 18 | 33 42 47 





Von den dialysierten Lösungen A, B, C wurden je 30 ccm versetzt mit 

A 2g, B 0,5g, C 0,2g Casein, 24 Stunden bei 37° und 48 Stunden bei 

Zimmertemperatur belassen, durch Papierbrei filtriert und wie oben 
dialysiert. Verdauungsversuch wie oben. 


3. 
7 iaa. wm o mi Ap 
B...| 9 12 19 2% 35 
cii] 7 9 ui ap 29 


Von den dialysierten Lösungen je 20 cem + A 0,2 g, B 0,5g, C 1g Casein, 
24 Stunden bei 37°, dann wie oben. 


4. | 
A... 0 1 8 0 9 | 3 
B | 9 9 mm A 
C lwo r 6B BB | g 


Auch in diesen Versuchen ist der Einfluß des Substrats auf die 
restierende Enzymkraft unverkennbar, in 1. ist der Verdauungserfolg 
nach 3 Stunden in B sogar größer als in der Ausgangslösung E. Daß 
B in 1. und 2. wirksamer ist als A dürfte darauf beruhen, daß in A 
noch sehr viel Casein ungelöst geblieben war und auf dem Filter blieb, 
wobei Enzym zurückgehalten sein wird. In 3. verdaut dann ja A besser 
als B, von 3. zu 4. nimmt die caseinreichste Lösung C überhaupt nicht 
ab, während für A und B besonders die Verringerung der Totalproteolyse 
in der Ordnung der Caseinkonzentrationen auffällt. Es ist überhaupt 
wichtig, den gesamten Verlauf der Proteolysen zu vergleichen. Im 
allgemeinen entspricht der größeren anfänglichen Proteolysiergeschwin- 
digkeit auch die größere Totalausbeute, aber für das. Verhältnis von 
l. und 2. in unserem Versuch, also von Undialysiert zu Dialysiert, 
gilt es nicht, die Hemmung, welche durch die Dialyse beseitigt wird, 
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ist also eine reine Verringerung der Geschwindigkeit. Interessant ist, 
daß die substratlose wärmeabgeschwächte Ausgangslösung D sich durch 
die Dialyse auch verbessert, während die unbehandelte Lösung E sich 
so sehr verschlechtert, daß sie auch eine geringere Anfangsgeschwindig- 
keit hat als A und B. 

Wie nach Vorbehandlung des Enzyms mit Substrat der Erfolg 
für die Proteolysiergeschwindigkeit zu Anfang und auf längere Dauer 
verschieden ausfallen kann, lehrt endlich auch der nachstehende Versuch. 


Tabelle XIII. 
Schwach wirksame Pankreatinlösung je l1Occm + je 10 ccm A 4proz., 
B 2proz., C lproz. Casein; D 4proz., E 2proz., F lproz. Gelatine; 
G Phosphatlösung. Standen 3 Tage bei 37°, dann Verdauungsversuch 
10 ccm: 20 ccm 2proz. Casein. Van Slyke in 1 ccm. 
bmg | osd | 


tja Std | Disën | Më 





EEGEN o | 27 | 34 | 41 
Bee wen: Oo 6 7 | 27 36 
a a Se | 11 | 14 20 Ä 33 
RENE 19 23 27 32 
LEE ? ll 16 19 24 
en 8 1l 14 Ä 23 
SEENEN | 6 | 6 | 11 2] 


In diesem Versuch waren die dialysablen Spaltprodukte nicht 
entfernt worden, die restierende Enzymkraft ist also eine Kombination 
der Hemmung und der Schutzwirkung des Substrats gegen die Wärme- 
inaktivierung. Deutlich wird aber, daß die Gelatine nur die anfängliche 
Proteolyse ‚schützt‘‘, bei längerer Dauer die Ausbeute der ungeschützten 
Lösung nur erreicht oder dahinter zurückbleibt. Das Casein hingegen 
steigert in allen Fällen die 24-Stunden-Ausbeute, während der zeitliche 
Verlauf der Proteolyse je nach der Caseinkonzentration verschieden ist. 


Schlußfolgerung. 

Aus den Versuchen ergibt sich große Wahrscheinlichkeit für die 
Annahme, daß bei der tryptischen Verdauung des Caseins enzym- 
wirksame Substanz aus dem Casein entsteht. Mit Sicherheit ist zu 
sagen, daß sich der Träger der enzymatischen Wirksamkeit mit der 
Wirkung zustandsmäßig verändert, und zwar nicht nur im Sinne einer 
lockeren Bindung an Substratstoffe. Unter Mitberücksichtigung der 
Ergebnisse der ersten Mitteilung ist zu schließen, daß die Hemmung 
der Proteolyse durch die bei der Spaltung entstehenden Stoffe nicht 
nur reversibel im Sinne einer dissoziablen Verbindung ist, sondern ` 
dynamisch im Sinne der Verlangsamung eines an Enzym vor sich 
gehenden, mit seiner proteolytischen Wirkung und seinem Verbrauch 
verbundenen Prozesses. » 





Der Phosphorstoffwechsel einiger Pilze, 
mit besonderer Berücksichtigung von Aspergillus niger 1). 
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(Eingegangen am 21. Oktober 1924.) 
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I. Einleitung. 


Unter den lebenswichtigen Elementen kommt dem Phosphor 
eine besondere Bedeutung in der Stoffwechselphysiologie des lebenden 
Organismus zu. Man wird ihn neben dem Kalium als das wichtigste 
Element der Aschenbestandteile bezeichnen können. Die Kenntnis 
seiner Funktion geht jedoch, insbesondere bei den Mikroorganismen, 
Doch nicht über die Feststellung hinaus, daß er in der Form von Phos- 
phorsäure aufgenommen wird und als Bestandteil verschiedener orga- 





1) Zum Teil stark gekürzte Dissertation. Ausführliche Arbeit in Schreib- 
maschinenschrift im oben genannten Institut. 
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nischer Verbindungen erscheint, und bei der Hefe z. B. vielleicht in 
irgend einer noch nicht näher bekannten Beziehung zu dem von der 
Hefe durchgeführten Gärungsvorgang steht. Soweit das Vorkommen 
dieser verschiedenen organischen Phosphorverbindungen für unsere 
besondere Frage von Interesse ist, soll dieses an geeigneter Stelle er- 
örtert werden. Gänzlich unbekannt dagegen sind die Wechsel- 
beziehungen zwischen Phosphorsäureaufnahme und -verarbeitung und 
denen der übrigen lebenswichtigen Elemente im Laufe der Entwicklung 
unter Berücksichtigung der Variation äußerer Kulturbedingungen. 

Abgesehen von den Arbeiten Watermanns!), die sich unter anderem 
mit dem Verhältnis zwischen Phosphorsäure und der Menge des assimi- 
lierten Kohlenstoffs befassen, liegen für die Mikroorganismen noch 
keinerlei diesbezügliche Beobachtungen vor, während für die höheren 
Pflanzen schon ein größeres Tatsachenmaterial beigebracht ist. 

Die Feststellung derartiger Beziehungen ist aber notwendig, bevor 
die Frage der Bedeutung des Phosphors bzw. der Phosphorsäure für 
die Bildung phosphorhaltiger organischer Verbindungen und die Be- 
ziehungen zu den Stoffwechselvorgängen überhaupt näher in Angriff 
genommen werden kann. 

Ich habe mir daher die Aufgabe gestellt, den Stoffwechsel von 
Mikroorganismen in dieser Richtung zu untersuchen, wobei ich mich 
aus den später darzulegenden äußeren Gründen auf Pilze und ins- 
besondere auf Aspergillus niger beschränkte. 


II. Methodik. 


Nährlösung. Als Nährlösung kam die nach der Vorschrift von 
Laurent zur Anwendung, da sie vor sehr vielen anderen den Vorzug 
hat, keinen unlöslichen Niederschlag zu bilden. 

Der Grundnährlösung: 

0,075 Proz. Monokaliumphosphat, 

0,01 ,,  Magnesiumsulfat, 

5,00 »  Rohrzucker, 

0,10  ,,  Weinsäure 
wurden verschiedene N-Quellen, entsprechend 0,5 Proz. Ammonium- 
sulfat-N, zugefügt. 

Als Kulturgefäße dienten Erlenmeyerkolben von ausgesuchter 
Gleichmäßigkeit; sie wurden vor dem Beschicken mit der Nährlösung 
mit destilliertem Wasser unter Zusatz von etwas Natronlauge 10 Minuten 
gekocht, mit heißem destillierten Wasser nachgespült und darauf im 
Trockenschrank getrocknet. Die Nährlösungen wurden im strömenden 


1) H. J. Watermann, Proc. Acad. Amsterdam 19,1, 215, 1917; ferner 
Verslag von de gewone Vergadering 21,1, 1912; 21,2, 1912/13; Folia 
microbiologica 1, 422, 1912. 
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Dampf einmal 25 Minuten sterilisiert, was bei der sauren Reaktion 
des Mediums vollständig genügte. 

Impfung und Kultur. Bei der Impfung verfuhr ich so, daß ich das 
Sporenmaterial, das von einer Würze-Reinkultur stammte, die von Zeit 
zu Zeit übergeimpft wurde, mit der Platinöse gleich von Anfang an 
gleichmäßig auf der Flüssigkeitsoberfläche verteilte, und wenn sich 
im Verlauf einiger Stunden die Sporen wieder mehr nach der Mitte 
der Flüssigkeitsoberfläche hin zusammenzogen, daß sie noch einmal 
mit der sterilen Nadel vorsichtig auseinander getrieben wurden. Auf 
diese Weise war es zu ermöglichen, daß die dann gequollenen Sporen 
gleichmäßig genug verteilt liegen blieben und so eine Gleichmäßigkeit 
in der Auskeimung gewährleistet wurde, was sonst nicht leicht zu 
erreichen ist. 

Je nach den Versuchsbedingungen und der Art der Organismen 
wurden die Kulturen entweder bei Zimmertemperatur oder im Brut- 
schrank bei 30 bis 320C gehalten. 

Mit geringen Ausnahmen wurden die Versuche unter Ansetzen 
zahlreicher Parallelkulturen erhärtet, wie auch die einzelnen Versuchs- 
gruppen durch orientierende Vorversuche eingeleitet wurden. 

Ernte. Bei der Unterbrechung der Kulturen wurden unter Be- 
achtung größter Vorsicht Pilzmycel und Kulturflüssigkeit voneinander 
getrennt. Die Nährlösung wurde dabei unter der Myceldecke zunächst 
möglichst vollständig abgegossen, durch ein gehärtetes, vorher ge- 
wogenes, quantitatives Filter filtriert. Die Decke wurde darauf mit 
destilliertem Wasser unterschichtet, abgespült und dieses mehreremal 
wiederholt. Das sauber abgewaschene Mycel wurde schließlich in 
eine Porzellanschale zum Ablaufenlassen gebracht, der Kolben von 
den letzten Sporenresten befreit, das Filter ausgewaschen und das 
Filtrat gesammelt. 

Mycel + Filter wurden in einem mit eingeschliffenem Deckel ver- 
sehenen, tarierten Wägegläschen im Trockenschrank einer zunächst 
langsam steigenden Temperatur von 40, 60 und 90°C ausgesetzt und 
das zuletzt äußerst spröde, brüchige und stark hygroskopische Mecel 
dann bei 105°C bis zur Gewichtskonstanz zu Ende getrocknet. 

Phosphoranalyse. Die P-Analyse erstreckte sich auf Mycel und 
Kulturflüssigkeit, und zwar wurden beide entweder ganz oder teilweise, 
je nach der Fragestellung, dazu herangezogen. 

Zur Anwendung gelangte dabei die Neumannsche!) alkalimetrische 
Phosphorsäurebestimmungsmethode unter Benutzung der von Gregersen?) 
empfohlenen Abänderungen, welche sich zur Erhöhung der Genauigkeit 





1) A. Neumann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 87, 115, 1902/03. 
2) J. P. Gregersen, ebendaselbst 58, 453, 1907. 
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der Methode auf die Konzentration der einzelnen Fällkomponenten 
und auf die Variation des Fällflüssigkeitsvolumens beziehen. 

Neben anderen zuvor ausgeführten Prüfungen mag folgendes 
Beispiel die genügende Genauigkeit der Methode zeigen: 

Eine auf einer normalen Ammoniumsulfatnährlösung (200 ccm 
Volumen) gewachsene Aspergilluskultur wurde analysiert. Nach dem 
Trocknen des Mycels und quantitativer Gewinnung der Kulturflüssig- 
keit wurden beide getrennt zur Veraschung gebracht. Die Decke 
gelangte ungeteilt auf einmal zur Analyse, das P,O, wurde mit 20 ccm 
Ammoniummolybdatlösung gefällt. Die Kulturflüssigkeit wurde nach 
der Zerstörung auf 300 ccm aufgefüllt, in ungefähr gleiche Hälften 
geteilt und in jeder Portion das P,O, mit 30 ccm Ammoniummolybdat- 
lösung gefällt. Die Resultate untereinander addiert, ergaben die P,O,- 
Gesamtmenge. 

Es wurden gefunden: 


a) im Mycel. . . . 2. 222 2200. 15,97 mg P,O, 
b) in Kulturflüssigkeit I . . . . . . 30,30 „ P,O; 
c) » We 8 SËCH 31,95 . P,O; 


Summa. 78,22 mg P,O, 

Die Analyse einer gleichen, aber ungeimpften Nährlösung ergab 
78,92 mg P,O,. 

An dieser Stelle sei vorweggenommen, daß eine Fällung des an- 
organischen Phosphors auch mit Magnesiamixtur direkt ausgeführt 
wurde. Der Phosphor wurde zunächst aus ammoniakalischer Lösung 
unter Ammoniumchloridzusatz mit Magnesiamixtur als Ammonium- 
magnesiumphosphat gefällt, dieses abfiltriert, in verdünnter H,SO, 
gelöst, aus dieser schwefelsauren Lösung mit Ammoniummolybdat 
wiederum ausgefällt und alkalimetrisch bestimmt. 

Die Stickstoffanalyse wurde nach Kjeldahl ausgeführt. 

Zucker wurde nach Inversion gegen Fehlingsche Lösung titriert. 

Säure. Unter dem Begriff Säuregrad der Kulturflüssigkeit ist die 
Gesamtsäure verstanden, indem der auf 500 ccm im Maßkolben bei 
15°C aufgefüllten Nährlösung IO eem entnommen wurden und diese 
unter Zusatz von 2 Tropfen alkoholischer Phenolphthaleinlösung als 
Indikator mit Barytlauge titriert und die verbrauchten Kubikzentimeter 
Lauge auf 10ccem der unverdünnten Kulturflüssigkeit umgerechnet 
wurden. Die in den Tabellen als Säuregrad verzeichnete Zahl bedeutet 
also die zur Neutralisation von JO eem ursprünglich angewandter 
unverdünnter Kulturflüssigkeit notwendig gewesenen Kubikzentimeter 
Io Barytlauge. Da hierbei nur starke anorganische Säuren (Schwefel- 
säure) und organische (Oxalsäure, Citronensäure) in Frage kommen, 
so erhalten wir auf diese Weise annähernd den wirklichen Aciditätsgrad 
der Lösung. 

25 * 
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III. Auswahl der geeigneten Pilze und Nährlösungen. 


Bei der Verschiedenheit des Stoffwechsels der niederen Organismen, 
insbesondere auch gegenüber den Stickstoffverbindungen, war zunächst 
festzustellen, auf welche Pilzarten die Verwendung der Grundnährlösung 
auszudehnen war, welcher von ihnen die im Substrat enthaltenen 
Komponenten nach Menge und Beschaffenheit am besten zusagten, 
und schließlich den Einfluß zu verfolgen, den eine Variation lediglich 
der N-Quellen auf die Entwicklung der einzelnen ausübte. 

Die Versuche wurden in 100-ccm-Erlenmeyerkölbchen angesetzt, 
mit 20 ccm der eingangs beschriebenen Nährlösung beschickt und die 
Stickstoffform in der Weise variiert, daß als anorganische Stickstoff- 
quellen Ammoniumsulfat und Kaliumnitrat, als organische Harnstoff, 
Asparagin und Ammoniumlactat gegeben wurden, und zwar in allen 
Fällen in der 0,5 g-Proz. Ammoniumsulfat-N äquivalenten Menge. Je 
drei Parallelkulturen wurden geimpft mit Reinkulturen von Aspergillus 
niger, Penicillium W. II!), Oidium lactis und Dematium pullulans, 
über deren Wachstum die Tabelle I eine Übersicht gibt. Die 
Kulturen standen bei Zimmertemperatur; das Wachstum wurde 
nach 10 Tagen in obiger Weise skizziert. Die Parallelkulturen 
zeigten untereinander gute Übereinstimmung. Wegen guter Decken- 
bildung, die für die Analyse wesentlich ist, wurden diese Pilze gewählt, 
nachdem Versuche mit anderen (Monilia variabilis, Kahmhefen, Bier- 
hefen, ferner mit verschiedenen Bakterien) gezeigt hatten, daß die 
Ernte nur schlecht verarbeitet werden kann. 


Tabelle I. 





Grundnährlösung mit Stickstoff als 




















Kul ; e 
an un: Harnstoff | Asparagin | N: Kaliumnitrst 
Penicillium W. II : Sa + +++ ir +++ +++ 
Oidium lactis ee Fr FPEF +++ ++ 0 
Aspergillus niger . . . +++ | TrT T+T FPEF Tt 


Dematium pullulans . | +++ ` +++ | +++ | +++ | +++ 
+++ Wachstum gut, + + mittelmäßig, + gering, 0 kein Wachstum. 


Wie aus der Tabelle I hervorgeht, erkennen wir unter den vor- 
liegenden Verhältnissen im Ammoniumsulfat für Penicillium die un- 
geeignetste aller zur Anwendung gelangter Stickstoffquellen. Das 
Mycel bildete nur eine dünne, stellenweise lückenhafte Decke, die nicht 
über der Flüssigkeitsoberfläche geschlossen und mit bläschenartigen 
Auftreibungen reichlich durchsetzt war. Sie war rein weiß geblieben. 
Conidien waren nicht zur Ausbildung gelangt. Das ganze Aussehen 


1) Kultur von Woeltje, Centralbl. f. Bakt., Abt. II, 48, 97, 1918. 
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der Kultur machte den Eindruck einer starken Schädigung und wich 
im Äußeren von allen übrigen ab. 

Im Laufe der ersten A bis 5 Tage der Keimung und Mycelbildung 
hatte die Entwicklung des Pilzes auf diesem Substrat gleichen Schritt 
mit denen gehalten, wo Kaliumnitrat als N- Quelle gegeben worden war; 
während sich diese in den folgenden Tagen jedoch weiter üppig ent- 
wickelten, erschien das Wachstum auf der Ammoniumsulfatnährlösung 
sistiert. Der Grund ist in der bei der Ammoniumsulfatverarbeitung 
frei werdenden Schwefelsäure zu suchen, gegen die, wie man sieht, 
Aspergillus niger offenbar resistenter ist. Die Schädigung verrät sich 
weiter bei Penicillium durch die Ausbildung anormal gestalteter Hyphen- 
zellkomplexe, die tröpfchenartig oder in linsenförmigen Auftreibungen 
zusammenhängend, ein dünnes, sprödes Mycel bilden, eine Erscheinung, 
auf die bei Penicillium sowie bei Aspergillus später im Zusammenhang 
mit dem Phosphorverbrauch noch zurückzukommen sein wird. So 
konstatierte z. B. auch Wehmer!) bei Penicillium, das er in Nährlösung 
mit Ammoniumsulfat als einziger N-Quelle Kultivierte, ein ähnliches 
Verhalten und sprach das Zustandekommen apfgetretener Riesenzellen 
im Mycel der im Substrat gebildeten schädlichen Schwefelsäure zu. 

Im Gegensatz zu Ammoniumsulfat entwickelte sich Penicillium 
auf Kaliumnitrat ausgezeichnet. Das Mycel war kräftig, auf der Unter- 
seite klebrig schleimig, wie auch die infolge der Farbstoffdiffusion 
dunkel gefärbte Kulturflüssigkeit diese Beschaffenheit zeigte. Ebenso 
wie auf Ammoniumsulfat waren Sporen nicht zur Ausbildung gelangt. 

Nach der schnell fortschreitenden Entwicklung und dem Aussehen 
der Decke zu urteilen, bildete, wie es allgemein bei den zahlreichen 
Penicilliumstämmen für eine Reihe Ammoniumsalze anderer organischer 
Säuren gilt, auch Ammoniumlactat, eine für unseren Pilz sehr gut aus- 
nutzbare N-Quelle. Das Mycel zeigte Conidienbildung. Die Kultur- 
flüssigkeit war gelblich gefärbt. 

Gleichermaßen verhielt sich Harnstoff und, wie es zu erwarten 
war, Asparagin. Die in beiden Kulturreihen dicken Mycelien waren 
mit der typischen mattgrünen Conidiendecke überzogen. 

Auch für Oidium lactis zeigte sich auf’ Harnstoff und Asparagın 
vorzügliches Wachstum. Der Pilz bildete hier den charakteristischen 
schneeweißen filzigen Überzug, der die ganze Kulturflüssigkeitsober- 
fläche bedeckte. Daß die Entwicklung auf Ammontiumlactat hinter 
diesen beiden N-Quellen zurückblieb, obwohl doch dieser Organismus 
die Milchsäure vortrefflich verarbeiten kann und auch Ammoniumsalze 
sonst durchaus keine schlechte Stickstofform für ihn darstellen, lag 
wohl in dem Umstande, daß das Mycel bald nach kräftig einsetzendem 


1) C. Wehmer, Ber. d. deutsch. bot. Ges. 81, 210, 1913. 
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Hyphenwachstum teilweise untergesunken war. Es muß berück- 
sichtigt werden, daß Oidium lactis, worauf verschiedentlich in der 
Literatur hingewiesen wird, infolge recht mangelhafter Inversions- 
fähigkeit den Rohrzucker in künstlichen Mineralsalzlösungen als solchen 
entweder gar nicht oder nur in geringem Maße als Kohlenstoffnahrung 
verwerten kann. 


Bei Ammoniumsulfat, wo in der Wahl einer anorganischen N - Quelle 
eine weitere Kohlenstoffquelle in Fortfall kommt, war jedoch die 
Mycelbildung fast ebenso fortgeschritten wie bei Ammoniumlactat. 
Während die Ammoniaksalze allgemein genommen für Oidium lactis 
eine gute Eignung als N-Form besitzen, deckte sich der C-Bedarf hier 
also entweder nur aus der Weinsäure oder insofern aus dem Rohrzucker, 
als die beim N-Konsum während der Dauer der Kultur frei werdende 
Schwefelsäure invertiert, wobei alsdann in der Lävulose und Glucose 
eine gut verwendbare C-Quelle erschlossen würde. 


Gegen Kaliumnitrat verhielt sich der Pilz völlig ablehnend. Die 
Entwicklung gelangte nicht über die ersten Anfänge einer schwachen 
Conidienkeimung hinaus, Beijerink!), der gleiches Verhalten beob- 
achtete, nimmt an, daß die Nitrate für den Stickstoffhaushalt des 
Oidium lactis nicht allein ungeeignet wären, sondern dafür sozusagen 
nicht existierten. 

Daß diese Abneigung gegen Nitrate nicht allein auf unsere aus der 
sauren Milch gezüchtete Art beschränkt ist, erweist ein Kulturversuch 
mit einem Oidium, das ich aus Felderde rein kultivierte, welcher so- 
wohl im Röhrchen bei kleiner, wie im Erlenmeyerkölbchen bei größerer 
Oberfläche in gleicher Weise negativ verlief. 

Bei Dematium pullulans ließ sich auf allen angewandten N -Quellen 
ein sehr gutes Gedeihen konstatieren. Es assimiliert also in seiner 
Anspruchslosigkeit ebenso die anorganischen Stickstoffverbindungen 
in Gestalt des Ammoniumsulfats und Kaliumnitrats wie die an- 
gewendeten N-Quellen organischer Natur. 

Bei Ammoniumsulfat hatten sich anfänglich erbsengroße flache 
Mycelhäufchen gebildet, die sich am Grunde mehr und mehr ver- 
größerten, ineinander überwuchsen und schließlich eine zusammen- 
hängende Masse von schleimig zäher Beschaffenheit bildeten, die die 
ganze Kulturflüssigkeit durchsetzte. 

Während die Mycelentwicklung zeitlich in allen Kulturen ziemlich 
gleichmäßig verlief, auch die starke Gallertbildung bei allen N-Formen 
dieselbe war, zeigten die Gemmen, scheinbar mit der wechselnden 
N-Quelle, abweichende Färbungen. So waren sie in der Ammonium- 


1) M. W. Beijerink, Centralbl. f. Bakt., Abt. II, 29, 161, 1911. 
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sulfat-Nährlösung gelbgrün mit braunem Hof. Bei Harnstoff und 
Ammoniumlactat tief braunschwarz. Bei Asparagın war die kräftige, 
dicke Decke mit auffallend dunkelgrünen Gemmen in Menge durchsetzt, 
und auf Kaliumnitrat wies das heller gefärbte, gut zusammenhängende 
Mycel nur wenig gelbbraune dieser Dauerzellen auf. 

Gleich dem Dematium entwickelte sich auch Aspergillus niger 
auf allen N-Quellen vortrefflich. Er bildete überall die bekannte, 
schneeweiße, fest strukturierte Decke, auf der sich, den N-Quellen und 
den im Substrat auftretenden Stoffwechselprodukten nach, zeitlich 
verschieden einsetzend, die Bildung der typischen Sporen zeigte. 

In Hinsicht auf die Kultur unter den mannigfaltigsten Bedingungen, 
vor allem unter Berücksichtigung seines Verhaltens gegenüber den 
verschiedensten Verbindungen, die für die Pilze als N - Quellen geeignet 
sind, ist wohl kaum eine Spezies häufiger Gegenstand eingehenderer 
Untersuchungen gewesen als Aspergillus niger. Ich beschränke mich 
daher betreffs seines Wachstums hier auf die oben gemachten Be- 
merkungen und verweise im weiteren auf die späteren Ausführungen 
im Zusammenhang mit dem Phosphorstoffwechsel und bei Erörterung 
der Sporenfrage. 

Betrachten wir zusammenfassend die durch diese orientierenden 
Vorversuche gewonnenen Resultate bezüglich des Verhaltens der 
einzelnen Organismen zu unserer Nährlösung und ihrer Geeignetheit 
zum Verfolg der Zwecke unseres Themas, so zeigt sich Aspergillus niger 
als der vor allen gegebenste: 

Wir finden bei ihm die für physiologische Versuche so wesentliche 
Regelmäßigkeit der Deckenbildung und den äußerlich leicht erkennbaren 
Eintritt in verschiedene Wachstumsstadien. Die Erzeugung relativ 
großer Trockengewichtsmenge, seine Widerstandsfähigkeit gegen schäd- 
liche Stoffwechselprodukte, daneben die infolge der festen Konsistenz 
des Mycels angenehme Handhabe beim quantitativen Verarbeiten der 
Kulturen, und nicht zuletzt die leichte Art der Bestimmung seiner 
Identität veranlaßten mich, Aspergillus niger auch für die Durch- 
führung der phosphor-physiologischen Fragen in erster Linie heran- 
zuziehen. 

IV. Aspergillus niger. 
1. Phosphorsäure und Trockensubstanz (normale Bedingung). 

In der Fragestellung nach dem Ausmaß des quantitativerf Um- 
satzes der Phosphorsäure unter wechselnden Vegetationsbedingungen 
bei Aspergillus niger machte sich zunächst die Feststellung zur Not- 
wendigkeit, inwieweit unter Zugrundelegung ‚normaler‘ Kultur- 
bedingungen Stoffmenge und Stoffkonzentration das Wachstum 
unseres Pilzes beeinflussen. Es interessierte die Frage, wieviel Trocken- 
substanz hierbei von einem ausgewachsenen Mycel überhaupt zu er- 
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warten war und inwieweit der Pilz die dargebotene P,O,-Menge für 
sich in Anspruch nahm, und schließlich, in welchem Verhältnis die 
zum Verbrauch gelangte P,O,-Menge zur Menge der gebildeten Trocken- 
substanz stehen würde. 


Da im Laufe der Arbeit an Kulturgefäßen %4-, %- und 1-Liter-Kolben 
zur Verwendung kamen, wurden zur Schaffung der zunächst beabsichtigten 
„normalen‘‘ Versuchsbedingungen die Kulturen in 500 ccm fassenden 
Kolben angesetzt und die eingangs erwähnte normal zusammengesetzte 
Ammoniumsulfatnährlösung in einem Volumen von 200 ccm gewählt. 

Die Kolbengröße stellte unter den Versuchsanordnungen die Mittellinie 
dar, ebenso was die Oberflächenweite des Nährlösungsniveaus anbetraf, 
die der Entwicklung des Mycels gute Ausbreitungsmöglichkeit gestattete. 
Das Volumen war in anderen Kulturreihen bei Verwendung größerer oder 
kleinerer Versuchsgefäße meistens ebenfalls zu 200 ccm genommen, einmal 
in Anbetracht des darin enthaltenen Nährstoffquantums, welches die 
Voraussetzung für ein besseres Ernteresultat gab, als wenn mit 100 Volumen 
zugleich auch die absolute Nährstoffgabe auf die Hälfte reduziert wurde, 
und zum anderen, weil die hierin enthaltene größere P,O,-Menge bei P- 
Bestimmung in der nachgebliebenen Kulturflüssigkeit auch für verschiedene 
nebeneinander verlaufende Bestimmungsmethoden verwandt werden konnte. 

Drei Parallelkulturen unter obigen Bedingungen standen bei einer 
kühleren Zimmertemperatur von 15 bis 17°C. Als Zeitpunkt für die Unter- 
brechung des Versuchs sollten zunächst nur rein äußerliche Merkmale der 
Entwicklung maßgebend sein, indem das Mycel sowohl eine vollständige 
Ausbildung erfahren, zum anderen eine gute Sporendecke produziert hatte. 
Die gewonnenen Decken sollten nach dem Trocknen zur Gewichtskonstanz | 
mit H,SO, und HNO, jedes ungeteilt für die P,O,-Bestimmung zur Ver- | 
aschung gebracht werden. Die Resultate sind in der Tabelle ILa zusammen- ' 
gestellt, außerdem findet sich dort eine Kolonne, die die relative P,O;- | 
Menge berechnet in Milligrammen, bezogen auf lg Trockensubstanz, ; 
angibt, woraus sich zugleich der Prozentgehalt leicht erkennen läßt. Diese 
Zahl veranschaulicht bei den wechselnden Mycelgewichten der verschiedenen 
Versuchsgruppen übersichtlicher als die einfachen Gehaltszahlen das Ver- 
hältnis verbrauchter Phosphorsäure zur gebildeten Trockensubstanz und 
ist daher als direkt vergleichbare Größe bei allen Versuchen aufgenommen 
worden. 

Tabelle IIa. 


Normale Nährlösung. 


| LES P,O; in 1 
Nr. Mycelgewicht | Fe Oe im Mycel Mycel-trockensu stanz 
BER E E EE EE 








te 
` l 1,302 24,599 18,89 
2 1,276 25,614 20,07 
3 1,356 23,712 | 17,48 
Im Mitte | 1,311 | 24,642 | 18,81 


| Bei einer Wachstumsdauer von 14 Tagen hatte sich, in den drei 
Kulturen gut übereinstimmend, eine kräftige, gleichmäßig auf Ober- 
und Unterseite reich. gefältelte Myceldecke entwickelt, die die ganze 
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Flüssigkeitsoberfläche lückenlos überspannte und gute Sporenbildung 
aufwies. 

Trotz der geringen Unterschiede ihrer Trockengewichte sowie 
auch der absoluten Phosphorsäurezahlen ist es bei letzteren immerhin 
auffällig, daß das schwerste Mycel nicht etwa am meisten, sondern 
eher weniger P,O, enthält. Hier mag auf diese Erscheinung nur hin- 
gewiesen sein, sie soll ihre Erklärung später in Versuchsgruppen finden, 
wo sich dies noch deutlicher zeigt und die Verhältnisse genauer studiert 
worden sind. Wir begnügen uns hier mit der Feststellung, daß im Mittel 
in 1,3ll1g Trockensubstanz 24,642 mg P,O, enthalten : waren, was 
einem Gehalt von 1,881 Proz. P,O, entspricht. Rund also 30 Proz. 
der gegebenen P,O,-Menge waren festgelegt, d h. fanden sich zu diesem 
gegebenen Zeitpunkt sm Mycel vor. 

Zu den Zahlen, die wir in obigen Versuchen als Gehalt der Trocken- 
substanz an P,O, ermittelt haben, also als Bestandteil der Zellen 
ansprechen, mag hier erwähnt sein, daß es sich hierbei auch um Par- 
tikelchen der Kulturflüssigkeit handelt, die von dem innig verstrickten, 
schwammigen Hyphennetzwerk aufgesaugt und zwischen den Fäden 
kapillar festgehalten werden. Wenngleich auch auf das Waschen der 
Decken mit destilliertem Wasser, um sie außen von allen anhaftenden 
Kulturflüssigkeitsspuren zu befreien, stets besondere Sorgfalt verwendet 
wurde und die Mycelien zuerst immer zwischen Filtrierpapier getrocknet 
wurden, blieb diese Fehlerquelle doch unvermeidbar. Es handelt sich 
hierbei natürlich nur um ganz geringe Mengen, die alle derartige Ver- 
suche mit in Kauf nehmen müssen, außerdem kehrt dieser Umstand 
bei gleicher Arbeitsweise bei allen Kulturen wieder, so daß die Vergleich- 
barkeit der Analysen und die Schlüsse, die daraus in physiologischer 
Hinsicht zu ziehen sind, in voller Auswertbarkeit bestehen bleiben; 
schließlich wäre denn auch die Phosphorsäuremenge zu berücksichtigen, 
die bei der Impfung mit den Sporen von vornherein vorhanden ist, 
die allerdings so gering ist, daß sie als kaum bestimmbare Größe ver- 
nachlässigt werden kann. 


2. Variation der P- und N-Gabe. 

Mit den obigen Versuchen hatten wir ein Bild vom P-Verbrauch 
im Verhältnis zur gebildeten Trockensubstanz bei Verwendung einer 
normalen Ammoniumsulfatnährlösung eıhalten, es fragte sich nun, 
inwieweit obige Verhältnisse Abweichungen erfahren würden, wenn 
sowohl die stoffliche Zusammensetzung (verschiedene N-Quellen), als 
auch die Konzentration einzelner Komponenten des Nährsubstrats 
varilierte. 


Als N-Quellen wurden Harnstoff, Ammoniumlactat, Asparagin und 
Kaliumnitrat im äquivalenten Verhältnis zu 0,5 g-Proz. Ammonium- 
sulfat-N gewählt. 
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Im übrigen wurden sämtliche Kulturen, was Kolbengröße, Volumen, 
Unterbrechungszeitpunkt und Temperatur anbelangte, den ersten unter 
„normälen‘‘ Bedingungen gewachsenen analog angestellt. 


Da den verschiedenen N-Quellen nach die Sporenbildung früher oder 
später eintrat, wurde damit auch den einzelnen Versuchen eine längere 
oder kürzere Kulturdauer bestimmt. 

Einfache P,O,-Gabe, einfache N-Gabe, N -Quelle variiert. 


Tabelle IIb zeigt die Resultate der Gruppe mit einfacher P- und 
N-Gabe unter Verwendung verschiedener N- Quellen. 











Tabelle IIb. 
o il o o E Sn P O e ro N ro 
D a P. O; 3 P 8, Pp g 
Nr. | N-Quelle Gewicht | im Mycel Trocken S 














Il 
1 Harnstoff... . 1,315 25,122 19,10 — — 
2 Ammoniumlactat 1,434 22 824 15,91 — — 
3 ‚Asparagin ... 1,388 25,233 | 18,17 — — 
4 | Kaliumnitrat . . 1,363 23,204 | 17,02 — — 
la ' Harnstoff. .. . 1,216 — — 51,128 42,02 
3a ' Asparagin ... 1,412 — -— 60,876 43,10 


Zunächst einige Bemerkungen über die Mycelgewichte (es liegt aller- 
dings bei diesen ebenfalls noch als Vorversuche betrachteten Kulturen nur 
je ein Versuch vor; doch werden ja die sich ergebenden wesentlichen Ge- 
sichtspunkte später eingehender behandelt werden); sie alle halten sich 
annnähernd in den Grenzen der Tab. ILa. Mit 1,434 ist das auf Ammonium- 
lactat gewachsene, obwohl es nicht. ganz über der Oberfläche geschlossen war, 
am schwersten. In diesem Erntegewicht würde sich die bekannte Tatsache 
erweisen, daß die NH,-Salze der meisten aliphatischen Oxysäuren, unter 
diesen mit an erster Stelle das Ammoniumsalz der Milchsäure, als Stickstoff- 
nahrung einen hervorragenden Nährwert verkörpern. Bis zu guter Sporen- 
bildung betrug die Kulturdauer hier 18 Tage. 


Dem auf Ammoniumlactat gediehenen am nächsten stand das Asparagın- 
mycel. Sehr kräftig und gesund entwickelt, zeigte die Decke nur langsame 
Sporenproduktion, so daß die Kultur erst am 16. Tage unterbrochen werden 
konnte. Diejenigen mit Kaliumnitrat und Harnstoff hatten eine überein- 
stimmende Wachstumsdauer von 14 Tagen. 


Trotz der verschiedenen Erntegewichte und der verschieden langen 
Kulturzeit weicht hier die Menge des wirklichen P,O,-Gehalts durchweg 
nicht beträchtlich voneinander ab. Auch der prozentische Gehalt, die 
relativen P,O,-Zahlen stimmen, jedenfalls bei Nr. 1, 3 und 4 fast überein 
und zeigen auch im Vergleich mit diesen Zahlen der Tab. Ila 
kaum einen nennenswerten Unterschied. Abweichend verhält sich nur das 
Ammoniumlactatmycel. Obwohl der Unterschied in den Mycelgewichten 
nicht groß ist und auch die absoluten P,O,-Zahlen im größten um nicht 
mehr als rund 2,4 mg differieren, so ist es doch auffallend, daß auch hier 
die kleinsten Werte für Phosphorsäure mit dem höchsten Trockensubstanz- 


Ge. 
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gewicht zusammenfallen. Daß die unvollkommene Erstreckung des Mycels 
auf dem Nährsubstrat nicht für diese Erscheinung verantwortlich zu machen 
ist, geht daraus hervor, daß in Tab. IIc, Nr. 3 ein Analogon in bezug auf die 
geringe P,O,-Menge zu finden ist, wo aber das Mycel ganz normal über das 
Niveau ausgebreitet lag. Außerdem hätte dann auch die Zuckeraufnahme 
dadurch heruntergedrückt werden müssen. 


Im ganzen läßt sich bei Betrachtung vorliegender Gruppe sagen, 
daß der Wechsel der N-Quelle, der damit zugleich ja auch die Salz- 
konzentration der Kulturflüssigkeit veränderte, keine besonderen Ab- 
weichungen in bezug auf den Phosphorsäureverbrauch im Gefolge 
gehabt hat. 


Zwei- und dreifache P,O,-Gabe, einfache N-Gabe. 


Bei den beiden Versuchsreihen mit doppelter (Tabelle IIc) und drei- 
facher P-Gabe (Tabelle IId) läßt sich schon äußerlich mit Ausnahme des 
Asparaginmycels (IIc, 3) eine fallende Tendenz der Mycelgewichte mit 
steigender Konzentration feststellen. In Tab. IId bleiben die Mycelien 
stark hinter den normalen Gewichten zurück, und wir erkennen die Grenze, 
wo das Optimum der Konzentration überschritten ist, und das unentbehr- 
liche Element Phosphor, in zu großer Menge gegeben, eventuell noch im 
Verein mit der durch die erhöhte Phosphorsäuregabe auch erhöhten 
Säurekonzentration (KH,PO,), im Mycelwachstum die Unmöglichkeit 
geregelter Versorgung zutage treten läßt, 

















Tabelle IIc 
Cer oa | Gewicht | „POS, att 
Nr N:Quelle E im pis | Trockensubstäns 
mg 
1 EE EH | | 19,34 
2 Harnstoff .. . | \ 22,96 
3 Asparagin .... | i 14,80 
4 Kaliumnitrat | 20,17 
Tabelle IId. 
1 Harnstoff „. . > | 0,761 ` 13,694 ` 17,99 
2 Kaliumnitrat 0,804 | 16,991 21,13 


Der absolute Gehalt der Mycelien an P,O; in Tab. IIc mit doppelter P- 
Gabe weicht von den vorher gewonnenen Bildern kaum ab. Die größte Menge 
P,O, enthält hier das nur 1,071 g schwere Harnstoffmycel mit geringster 
Kulturdauer (13 Tage); im Gegensatz hierzu wieder das Asparaginmycel 
mit größter Menge gebildeter Trockensubstanz, längster Kulturdauer 
(20 Tage) und absolut sowie relativ niedrigster P, O,-Menge, eine Erscheinung, 
die in ähnlicher Weise in Tab. IIa und IIb bei einfacher P-Gabe schon 
festgestellt wurde, und ohne weiteres daher hier auf die erhöhte P-Kon- 
zentration nicht zurückzuführen ist. 


Wie aus der Tabelle ersichtlich, tritt die Schädigung bei noch weiterer 
Erhöhung der P-Gabe noch schärfer hervor. Sporen werden zeitiger aus- 


384 R. Schnücke: 


gebildet. Das Harnstoffmycel, 12 Tage alt, dünn und spröde im äußeren 
Habitus, ebenso das Kaliumnitratmycel mit gleicher Kulturdauer. 


Die absoluten P,O,-Werte sind entsprechend der schwachen 
anormalen Deckenbildung natürlich gleichfalls gering geblieben, zeigen 
jedoch, daß die tiefgreifende äußere Veränderung das prozentische Ver- 
hältnis gar nicht betroffen hat. 

Die Steigerung der P-Gabe allein auf das Doppelte und Dreifache, 
also in ziemlich erheblichen Grenzen, kommt wohl im Aufbau von 
Trockensubstanz im schädigenden Sinne zur Äußerung, eine Ab- 
weichung aber in diesem Altersstadium bezüglich des Verhältnisses 
P,O, zum Trockengewicht ist nicht zu konstatieren. 


Zweifache P,O,-Gabe, zweifache N-Gabe. 
Tabelle Ile. 


m | eg 
N-Quelle | Gewicht im , Mie kee zm 
E EE E hr mg ms 
1 \ Ammoniumsulfat 1,187 25.106 | 21,15 
2 | Harnstoff .. .. 0,817 15,216 18,62 
3 Be 


l Kaliumnitrat 1,074 | 22,065 20,54 











Die Verhältnisse in Hinsicht auf die Erzeugung von Trocken- 
substanz gegenüber denen in Tab. IIc und IId finden sich hier nicht so 
übereinstimmend, wenngleich auch hier eine Wachstumshemmung durch 
die erhöhte Konzentrationswirkung zu erkennen ist, die sich besonders 
in der Kultur mit doppelter Harnstoff-N-Gabe zeigt (Harnstoff zeigt 
übrigens auch bei 2 x P+ 1 x N und 1 x P + 1 x N das geringste 
Mycelgewicht); außerdem wiederum bei allen drei Kulturen überein- 
stimmend eine zeitigere Sporendeckenbildung (Harnstoff 10 Tage, 
Ammoniumsulfat und Kaliumnitrat 12 Tage). Der absolute Gehalt 
an Phosphorsäure schwankt entsprechend den Mycelgewichten; doch 
ist auch hier zwischen dem relativen P-Gehalt der unter diesen Be- 
dingungen gezogenen Decken und den der Normalkulturen ein wesent- 
licher Unterschied nicht festzustellen. 


Einfache P,O,-Gabe, zwei- und dreifache N -Gabe (Tabelle II f u. g). 
Tabelle IIf. 

















DC PO P Os pro g 
Nr. N»-Quelle Gewicht | im Myecel Trockensubstanz 
8 mg mg 





We Kaliumnitrat u 1,096 


Tabelle IIg. 
l1 | Kaliumnitrat . . | 0,992 | 31,066 31,32 
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Eine nicht unwesentliche Abweichung von den bisherigen Feststellungen 
zeigt sich jedoch in vorliegenden zwei Versuchen, deren Mycelien, 10 und 
12 Tage alt, zwar über die Flüssigkeitsoberfläche gleichmäßig erstreckt 
und geschlossen waren, aber dünnhäutig blieben und hinter den normalen 
zurückstanden, und zwar mit steigender N-Konzentration mehr. Die 
Veränderung der N-Konzentration allein verhielt sich also äußerlich ganz 
ähnlich wie die einseitige Erhöhung der P-Gabe, die in Tab. IIc und IId 
vorlag. Bei den zur Entwicklung gelangten Decken hatte sich in dieser 
Zeit eine außerordentlich üppige Bildung von Sporen eingestellt, die in 
lockeren, pulverigen Häufchen dem Mycel in Menge auflagen und nicht 
die sonst typisch schwarze, sondern hier eine mehr bräunliche Färbung 
zeigten. Ein Vergleich des P,O,-Gehalts dieser Mycelien mit den Werten 
derselben N- Quelle bei normaler Konzentration zeigt, obwohl die vorliegenden 
um rund 0,3 bzw. 0,4 g leichter waren, etwa 80 Proz. der pro 1 g Trocken- 
substanz berechneten P,O,-Normalmenge mehr, was, auf 100g Trocken- 
substanz bezogen, einem Unterschied von etwa 1,3 Proz. mehr vorhandener 
P,O, entsprechen würde. Diese Erscheinung, die infolge Fehlens von 
Parallelkulturen leider in nicht genügendem Maße erhärtet werden kann, 
tritt aber doch in der Auffälligkeit hervor, daß sie in beiden Fällen der 
Konzentrationsänderung vorliegt und daher den Schluß zulassen könnte, 
daß die einseitig gesteigerte N -Konzentration mit Kaliumnitrat als N- Quelle 
einen nicht unerheblichen Mehrverbrauch an P,O, veranlaßt hat. 

Nach den später mitzuteilenden Zusammenhängen zwischen Sporen- 
bildung und Verhalten der P-Verbindungen in dem Pilze ist der Grund 
hierfür am wahrscheinlichsten darin zu suchen, daß die Phosphorsäure hier 
der ja besonders reichlichen Sporenbildung zugute gekommen ist (s. hierzu 
S. 391), indem vielleicht eine reichliche Bildung von als Reservematerial für 
die Sporen in Betracht kommender P- und N-haltiger organischer Ver- 
bindungen gewissermaßen erzwungen worden ist. 


Beim Überblick der im vorhergehenden angewandten Variationen 
der Ernährungsbedingungen, die wir mit Ausnahme der letzten Gruppe 
als ohne wesentlichen Einfluß auf die prozentische Zusammensetzung 
bezüglich P,O, zur Trockensubstanz erkannt haben, sehen wir auch, 
daß bei der Wahl des vorliegenden Unterbrechungszeitpunktes diese 
bestehende prozentuale Konstanz weder vom Wechsel des Mycel- 
gewichtes noch durch die um mehrere Tage differierende Kulturdauer 
merklich betroffen wurde. 

Dieser Zeitpunkt beschloß eine bei Zimmertemperatur als aus- 
gedehnt zu bezeichnende Kulturdauer, während welcher der Pilz seinen 
Stoffaufbau vollendet hatte und zum Stillstand seines Wachstums 
gekommen war. Es würde weiter aus diesen Versuchen hervorgehen, 
daß zu diesem Zeitpunkt der Pilz offenbar eine im Verhältnis zur 
Trockensubstanz fast gleiche Menge Phosphorsäure in seinen Zellen 
festgelegt hat, die eben unter der geprüften Variation der äußeren 
Verhältnisse (mit der angegebenen Ausnahme) keine wesentliche Änderung 
erfahren hat. 

Das eigentliche Bild des Phosphorsäureumsatzes würde sich da- 
gegen erst bei Verfolg des Elementes im Laufe des Wachstums ergeben. 
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Während der Zeit, wo Stoffaufnahme und -ansatz den Hauptcharakter 
der Lebenserscheinungen ausmachen und sich die Äußerung jugend- 
licher Zellkräfte im Rahmen intensiverer Leistungen bewegt, hätte zu 
gelten, daß auch die Ansprüche, die an die einzelnen Nährfaktoren des 
Substrats gestellt werden, zu dieser Zeit ganz besonders rege sind. 
Für unseren Fall würde also der Phosphorsäurekonsum zu verschiedenen 
Wachstumszeiten und im Verhältnis zur stattfindenden Veränderung 
des Trockensubstanzgewichts während des Entwicklungsganges zu 
beobachten sein, wobei in Anbetracht der Erscheinung in Tab. IIf 
und Hg insbesondere der Frage näher zu treten war, ob im Stadium der 
Sporenbildung unter normalen Bedingungen der Pilz zu einer ge- 
steigerten P,O,-Aufnahme schreitet. 


3. Phosphorsäure und Stickstoff in verschiedenen Entwicklungsstadien. 


Eine größere Anzahl von Kulturen mit 200 ccm normaler Ammonium- 
sulfatnährlösung wurde in 1,-Liter-Kolben mit gleicher Anzahl 
Sporen beimpft. Der Unterbrechungszeitpunkt für die einzelnen Wachstums- 
stadien wurde wieder nach äußeren Merkmalen gewählt. 

Das erste Stadium wurde abgebrochen, sobald sich eine dünne lückenlos 
zusammenhängende, regelmäßige Myceldecke gerade eben über der Kultur- 
flüssigkeitsoberfläche,geschlossen hatte, die Deckenhaut rein weiß und noch 
keine Spore makroskopisch erkennbar war. 

Als zweites Stadium galt der Zeitpunkt, wo sich auf den Jungen Mycelien 
die allererste Sporenbildung durch Auftreten einzelner schwarzer Conidien- 
träger Köpfchen anzeigte, als drittes Stadium dasjenige, wo das Mycel 
von einem ausgeprägten Conidienrasen völlig bedeckt war. 


Wegen der sehr bald einsetzenden Sporenbildung, die bei einigen 
Kulturen schon begann, ehe sich das Mycel vollends über die Oberfläche 
erstreckt hatte, und da bei der für unseren Pilz optimalen Wachstums- 
temperatur von 30 bis 32°C diese Sporenbildung schneller eintritt und 
infolgedessen die Grenze des Übergangs vom ersten zum zweiten Stadium 
weniger scharf in Erscheinung treten läßt, wurden die Kulturen bei 
einer Zimmertemperatur von 18°C aufgestellt. 

Zur Beurteilung des jeweils vorliegenden Wachstumsstandes und der 
tatsächlichen Wachstumsgröße wurde neben der Verfolgung des Phosphors 
in diesen drei Wachstumsstadien auch der Stickstoff als charakteristischer 
Eiweißbaustoff und als ein ebenfalls mit den Lebensäußerungen aufs engste 
verknüpftes Element in Rücksicht gezogen. Die Feststellungen erstreckten 
sich analog der Phosphorsäure auf den absoluten wie prozentualen Gehalt 
der Trockensubstanz und, in dem berechneten Verhältnis P,O,: N, auf die 
Beziehung dieser beiden Elemente zueinander. Die Resultate finden sich 
in Tabelle III zusammengestellt. 


Die Mycelien im ersten Wachstumsstadium zeigten nach viertägiger 


Kulturdauer dünne, rein weiße, schwach gefältete, sporenlose Decken 
mit samtiger Oberseite, die die ganze Kulturflüssigkeit überspannten. 
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Tabelle IIT. 
P3O5 Os pro g N pro g 
i in Kulturs Men Trocken» |P.0,.:N 
NE: Gewicht: Im , Mie flüssigkeit EES substanz Sch 
g mg mg 





Ammoniumsulfat 1. Stadium. 
















1 | 0,691 i 19,020 | 58,645 | 27,52 ! 33,702 | 48,77 ` 1,772 
2 || 0,668 18.260 | 61,497 | 2733 | 32112 ' 48.07 | 1758 
3 || 0818 16,977 | 64034 | 2585 | 29284 | 4735 | 1.831 
4 || 0,690 | 18,259 | 60,547 | 26,46 | 33,465 | 48,50 | 1,833 
5 | os | 1077| — 26,11 | 31434 | 49.04 | 1,878 
6 Ä 0,817 | 21,683 = 26,54 | 39,969 | 48,92 | 1,843 
7 | 0,733 | 19,781 — 26,98 | 35,631 | 48,61 | 1,801 
Mittel: | 0,894 | 18531 | — | 2668 | 33,654 | 4847 | 1,816 
Ammoniumsulfat 2. Stadium. 
1 1,020 | 24,726 į 55,159 | 24,18 | 47,826 | 46,88 | 1,939 
2 1,185 | 28149 | 50,879 | 23,75 | 54,195 | 45,73 | 1,925 
3 0,969 | 23,965 | 53416 | 24,73 | 46.065 | 4753 | 1,922 
4 0,925 | 23,205 = 25,08 | 43,086 | 46,58 | 1,857 
5 1,319 | 29,671 | 49,450 | 22.49 Se = _ 
Mittel:| 1,084 | 25,943 | — | 2405 | 47,793 | 46,68 | 1,941 
Ammoniumsulfat 3. Stadium. 
1 1232 | 26,248 | 53,890 | 21,30 | 53,922 | 43,76 | 2,054 
2 | Lan | 22064 | 54365 | 1838 | 49860 | 41,55 | 2,260 
3 Ji 1,353 | 27,769 | 50,404 | 20,52 | 59070 | 43,65 | 2,127 
4 | 1280 | 27,389 | 52,305 | 21,39 | 57447 | 44,88 | 2,098 
5 || 1,368 | 27,008 BE 19,74 | 56,634 | 41,39 | 2,097 
6 || 1404 | 26,628 en 18,96 | 57,717 | 41,11 | 2,168 
Mittel:| 1306 | #14 | — | 2005 | 55,775 | 42,72 | 2,131 
Degenerationskulturen. 
d BA g 
Alter P2Os im Mycel A Acidität Zucker 
mg 
1 Jahr 1) 1,519 8,622 5,676 429 j 0 
16 Tage | 2) 1,328 6,340 | 4,774 8,93 | 0 
Mittel: | 1,424 | 7481 | 058 | — | — 


Ihre Trockengewichte waren von verhältnismäßig guter Überein- 
stimmung. 

Bei Betrachtung der absoluten P,O,-Zahlen stellt sich heraus, 
daß in diesem jüngsten Stadium der Entwicklung mit dem Fortschreiten 
der Zunahme an Trockensubstanz auch der Verbrauch an Phosphor- 
säure Schritt hält. Es muß darauf hingewiesen weıden, daß es sich in 
diesen jugendlichen Wachstumsstadien hierbei um etwas anderes handelt 
als um die schon bei abgeschlossenem Wachstum festgestellte Erscheinung, 
bei der die geringere absolute P-Menge auf das schwerere Mycel entfiel. 
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Es werden sich später noch weitere Gesichtspunkte zu dieser letzten 
Frage ergeben. 


Wir erkennen hier, daß die Menge verbrauchter Phosphorsäure 
annähernd in direktem proportionalen Verhältnis zur Menge erzeugter 
Trockensubstanz steht; steigt das eine, so wächst damit entsprechend 
auch das andere, wie man ja ganz allgemein solche Beziehungen zwischen 
Wachstum und Stoffaufnahme bei den höheren Pflanzen kennt. 


Vergleichen wir die prozentische P,O,-Zahl mit der, die bei der 
Normalgruppe in Tabelle IIa den Gehalt der 14 Tage alten Kulturen 
angab (1,88 Proz.), so ergibt sich, daß, wie bereits erwähnt wurde und 
ja auch schon bekannt ist [Watermann!)], im Jugendstadium prozentisch 
viel größere Mengen Phosphorsäure in den Kreis des Verbrauchs gezogen 
werden. 


Wenn wir oben von Trockensubstanz und Phosphorsäure sagten, 
daß sich beide in diesem Stadium der Entwicklung annähernd direkt 
proportional zueinander verhalten, so tritt ihnen als drittes der Stickstoff 
zur Seite. Die Gesamtheit ihrer proportionalen Verhältnisse ergeben 
ein klares Bild der vorliegenden Lebensäußerung in der Richtung der 
Wachstumszunahme und des Nahrungsansatzes, indem, untereinander 
völlig gleichwertig, immer neue Hyphenzellen angelegt und aufgebaut 
werden. Im Mittel stehen in diesem jüngsten Stadium 2,668 Proz. 
P,O, 4,847 Proz. Gesamtstickstoff gegenüber. 


Als Maßstab einer Verteilung dieses Gesamtstickstoffs auf die einzelnen 
N-haltigen Plasmakomponenten bei den Schimmelpilzen allgemein, könnten 
frühere Feststellungen Stutzers?) dienen, welcher bei seinen Versuchen über 
das Vorkommen von Nuclein in der Hefe und in den Schimmelpilzen diese 
letzteren in offen an der Luft stehenden Schalen sich entwickeln ließ und 
nach Bildung einer genügenden Mycelmenge diese über Schwefelsäure 
trocknete. Bei der Art der Kulturanstellung und mit dem Vorbehalt, daß 
dieser Nuclein-N tatsächlich Nucleoproteiden entstammt, kann das Er- 
gebnis als ein nur annähernder Vergleich gelten. Verfasser fand bei der 
Hefe 10,11 Proz. Amid- und Pepton-N, 63,80 Proz. Eiweiß-N und 26,09 Proz. 
Nuclein-N. Bei Schimmelpilzen entfielen auf 3,776 Proz. Gesamt-N der 
Trockensubstanz, 19,86 Proz. auf Amide und Peptone usw., 39,39 Proz. 
auf Eiweiß und 40,75 Proz. auf Nuclein. Verfasser kommt auf Grund dieser 
letzten hohen Zahl zu dem Schluß, daß die Schimmelpilze neben Eiweiß 
viel Nuclein zu bilden imstande seien. l 


Manche Autoren [unter anderen Kossel?), Loew*)] nehmen ferner an, 
daß der ja auch hier gefundene, relative Phosphorreichtum jugendlicher 
Organismen mit der in dieser Zeit besonders lebhaften Bildung von Nucleo- 
proteiden der Zellkerne zusammenhängt. 


1) Zitiert S. 373. 

2) A. Stutzer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 6, 155 u. 572, 1882. 
3) A. Kossel, Arch. f. Anat. u. Physiol. 1891, S. 181. 

1) O. Loew, Biol. Centralbl. 11, 269, 1891. 
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Beim Übergang vom ersten zum zweiten Stadium sehen wir, daß 
mit einer weiteren Trockensubstanzzunahme auch eine solche der 
absoluten Phosphorsäure- und Stickstoffmenge festzustellen ist. Das 
Mycel verfolgt also weitere nahrungsaufnehmende Tendenz, es schafft 
neuen Ansatz an Zellsubstanz, während sich gleichzeitig die ersten 
Anflüge der Sporenbildung zeigen. Vergleichen wir aber an Hand der 
Zunahme der Trockenmasse die Kulturen dieses Stadiums in bezug 
auf ihren P,O,-Gehalt mit denen aus dem ersten Stadium, so stellt sich 
heraus, daß dieser zwar zu den Gewichten der Trockensubstanz noch 
in enger Wechselbeziehung steht, indem sich in diesem Stadium eine 
Äußerung der Gewichtszunahme im jeweils höheren Verbrauch an 
Phosphorsäure erkennbar macht, daß jedoch das Verhältnis zwischen 
diesen beiden Größen ein nicht mehr so ausgesprochen proportionales 
zu nennen ist wie im ersten Stadium. Es entfallen auf die Menge neu- 
gebildeter Trockensubstanz geringere P,O,-Mengen; die relativen 
Phosphorsäurewerte sinken, woraus zu ersehen ist, daß der Eintritt 
in das Stadium der Sporenbildung von einem prozentual größeren 
Gesamtverbrauch an Phosphorsäure nicht begleitet wird. 

In fast analoger Weise hierzu verläuft die Aufnahme des Stickstoffs; 
die relative N-Zahl vom ersten zum zweiten Stadium sinkt. Die Differenz, 
die den Grad ausdrückt, in welcher Weise die Vernachlässigung des 
Konsums beider Elemente nebeneinander verläuft, tritt in der Ver- 
schiebung ihrer Beziehung zueinander hervor, indem sich das Ver- 
hältnis P,O,: N von 1:1,816 auf 1:1,941 erweitert. 

Die Ergebnisse in dieser als Übergangsstadium zu betrachtenden 
zweiten Phase des Wachstums zeigen schon eine vom ersten Stadium 
abweichende Richtung in der Tätigkeit des Organismus an, die sich 
bei der Entwicklung im dritten Stadium verdeutlicht. 

Die Kulturen waren 9 bis 11 Tage alt, je nachdem sich früher oder 
später die Sporen zu einer Decke über die Mycelien herangebildet 
hatten. Die Mycelien selbst waren kräftig und normal entwickelt 
und wiesen die bekannte reichliche Fältelung auf. 

Das Mittel aus sechs analysierten Kulturen zeigt eine noch weitere 
Gewichtszunahme. Diesem Zuwachs an Mycel sowie der daneben statt- 
gefundenen Ausbildung einer Sporendecke steht aber kein Mehr- 
verbrauch an Phosphorsäure zur Seite. Werden die einzelnen Kulturen 
des dritten Stadiums daraufhin angesehen und mit ähnlich schweren 
Gewichten des zweiten Stadiums verglichen, so stellt sich bei ihnen 
sogar ein geringerer Gehalt an P,O, heraus, ein Umstand, der sich 
bei diesen Decken vielleicht auf einen Phosphorverlust gründet, wie 
er bei späteren Versuchen deutlich erwiesen wird. 

Was den Stickstoffgehalt der Kulturen im dritten Stadium an- 
betrifft, so finden wir, daß der Mehrverbrauch an diesem Element 
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der Mehrerzeugung an Trockensubstanz ebenfalls nicht mehr entspricht, 
was sich durch das Herabdrücken der relativen Stickstoffzahl auf 
42,72 bemerkbar macht. 

Daß diese Erscheinungen sich bei beiden Nährfaktoren in ungleichem 
Maßstabe nebeneinander vollziehen und den Phosphor in intensiverer 
Weise als den Stickstoff treffen, geht aus der abermaligen Erweiterung 
des Verhältnisses P,O,: N mit 1: 2,131 hervor. 

Die nur unter dem äußeren Gesichtswinkel ausgebildeter Decken 
bei ausgeprägter Sporenbildung gewonnenen Mycelien in diesem letzten 
Stadium befinden sich, wie wir gesehen haben, physiologisch wahr- 
scheinlich in unterschiedlichen Zuständen, indem Andeutungen dafür 
vorliegen, daß einige das Maximum der Stoffaufnahme erst erreicht. 
andere schon überschritten haben und dem Abbau anheimzufallen 
beginnen, so daß die Mittelzahl nicht das Bild erkennen läßt, welches 
den einzelnen Kulturen nach ihrem innerphysiologischen Zustande 
eigen ist. 

Was sich bei vorliegender Versuchsanordnung aus den Zahlen- 
ergebnissen bisher folgern läßt, wäre zusammengefaßt folgendes: 

Gleich im Anfang auf der stark ansteigenden Kurve des ersten 
Wachstums finden wir den Zeitpunkt, wo der Verbrauch des Pilzes 
an Phosphorsäure relativ am größten ist, je früher in der Entwicklung, 
je mehr neue Hyphenzellen noch ausgebildet werden, um so prozentisch 
größer die Inanspruchnahme des Phosphors zur Konstitution bestimmter 
P-haltiger organischer Verbindungen, unter denen wir den Nucleo- 
proteiden wohl eine besonders bedeutsame Rolle (quantitativ und 
qualitativ) zusprechen dürfen. 

Es sei hier bemerkt, daß bis heute die Kenntnisse über die Nucleo- 
proteide der Pilze noch recht ungenau sind, und es steht dahin, inwieweit 
wir berechtigt sind, diese Bezeichnung hier zu gebrauchen. Ob ferner 
die Nucleoproteide auf die Kerne allein beschränkt sind oder auch 
anderweitig im Zellprotoplasma vorkommen und die Kerne nur einen 
besonders hohen Gehalt an diesen Substanzen besitzen, ist ebenfalls 
noch der Aufklärung bedürftig. Nach Kossel und anderen Autoren 
sind jedenfalls die Nucleoproteide wesentlichste Zellbestandteile und für 
die Existenz und Entwicklung der Zellen unbedingt notwendig. 

Im ersten Stadium, wo der Verbrauch an Phosphor und anderen 
Nährstoffen im vollen Umfange dem Stoffansatz entspricht und den 
Ausdruck der Intensität des Wachstums erlaubt, finden wir den Aufbau 
solcher phosphorhaltiger Verbindungen prozentisch auf höchster Stufe. 

Mit dem Eintritt in das Stadium der Sporenbildung zeigt sich ein 
relativ geringeres Vorhandensein phosphorhaltiger Verbindungen an, 
die eine weitere Verminderung erfahren, wenn das Mycel älter wird 
und der Pilz im dritten Stadium eine zusammenhängende Sporendecke 
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ausgebildet hat. Der Grund hierfür könnte einmal darin beruhen, daß 
die Trockengewichtszunahme mehr auf Kosten anderer Stoffe, z. B. 
des Zuckers, zur Ausbildung von Membransubstanz stattgefunden hat, 
wobei der Phosphorsäureverbrauch eingeschränkt würde, oder es könnte 
im letzten Stadium, wie aus geringen Andeutungen zu schließen wäre, 
ein Phosphorsäureverlust eintreten. 


Wenn zum anderen die stattgefundene Trockensubstanzzunahme 
auf einer normalen Weiterentwicklung des Mycels beruhte, müßte auch 
im zweiten Stadium schon das Sinken der relativen P-Werte mit einer 
Ausscheidung von Phosphor erklärt werden, die aus früher angelegten 
Mycelteilen erfolgte. Während nun aber im zweiten Stadium die "mit 
der Anlage neuer Zellen neu aufgenommene Menge Phosphors bei 
weitem diejenige übertraf, die aus älteren Zellen abgegeben wurde, 
vermochte der im dritten Stadium mit der Bildung jüngerer Hyphen 
verknüpfte Phosphorgewjnn den Phosphorverlust aus älteren Mycel- 
teilen nicht wettzumachen. Fanden wir im zweiten Stadium noch 
die vorherrschende Tendenz des Wachstums, Mycelien auf noch an- 
steigender Kurve im Entwicklungsgang, so schien im dritten Stadium 
dieser Prozeß infolge intrazellulärer Zersetzung bereits auf absteigender 
Kurve begriffen. Danach wäre anzunehmen, daß, je weiter sich das 
Mycel von 'seinem Optimum entfernt und je allgemeiner und inten- 
siver die Degeneration das Mycel erfaßt hat, um so relativ geringer 
auch sein Gehalt an Phosphorsäure ist. Unter dem ‚Optimum‘ wäre 
der Zeitpunkt zu verstehen, zu welchem sich bei einem bestimmten 
Gewicht der Trockensubstanz der ganze Verbrauch an Nährelementen 
im Ansatz dokumentiert, aber noch keine Degeneration eingesetzt hat. 
Wie sehr dieser Zeitpunkt, den wir kurz ‚„Optimalpunkt‘‘ nennen, 
unter den verschiedensten Kulturbedingungen verschieden früher oder 
später eintreten kann, geht aus später folgenden Versuchen hervor, 
ebenso, wie wir dort erst den eigentlichen Nachweis für dieeben erwähnten 
Gedankengänge führen werden. 


4. Phosphorsäure und Sporenbidung. 


Durch das Sinken des relativen Phosphorsäurewertes bei den 
vorhergehenden Versuchen wird auch die Sporenbildung insofern be- 
leuchtet, als ein Mehrverbrauch an P,O, nicht stattfindet, sondern 
daß die hierfür erforderliche P-Menge bereits mit aufgenommen gewesen 
sein muß. 

Wenn diese Annahme zu Recht bestehen würde, dann mußte 
ein sporenloses, noch entwicklungskräftiges, junges Mycel bei weiterer 
Vegetation auf einer phosphorfreien Nährlösung nachträglich zur 
Sporenbildung kommen. 
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Um dieser Frage näher zu treten, wurden drei Kulturen mit normaler 
Nährlösung angesetzt (zwei mit Ammoniumsulfat, eine mit Kaliumnitrat 
als N-Quelle) und nach der Sterilisation im Thermostat bei 32° C aufgestellt. 
Nach 11% Tagen hatte sich bei allen Kulturen ein dünnes, rein weißes, noch 
unvollkommen erstrecktes Mycel mit größeren und kleineren Lücken heran- 
gebildet, das inselartig auf der Kulturflüssigkeitsoberfläche schwamm. 
Makroskopisch wie auch im vergrößerten Lupenbilde war keinerlei Sporen- 
bildung wahrnehmbar. Im sterilen Raume wurde nun unter diesen jungen 
Decken ohne ihre Oberfläche zu benetzen, die Nährlösung fortgegossen und 
die Mycelien wie die Gefäßwände mit kleinen Portionen sterilisierten 
Wassers abgewaschen, um sie darauf mit einer vorher sterilisierten reinen 
5proz. Rohrzuckerlösung zu unterschichten. 


Nach 2 Tagen zeigte sich, daß die zwar wenig mehr in den Umfang 
gewachsenen Mycelien jetzt aber ein zusammenhängendes Ganzes bildeten 
und die vorher schon vorhanden gewesenen Myoelpartien jetzt eine krusten- 
artig, wulstige Verdickung erfahren hatten. Alle diese älteren Teile bei 
sämtlichen Kulturen waren mit zahlreichen großen schwarzen Sporen dicht 
bestanden und umrahmten bis zu pfennigstückgroße, weiße Mycelflecke, 
die nachträglich auf der Zuckerlösung unter Ausfüllung der vorherigen 
freien Lücken entwickelt worden waren. Diese zeigten keine Sporenbildung, 
auch späterhin nicht. Wie zu erwarten war, verliefen Aussastversuche mit 
den unter den angeführten Umständen erzeugten Sporen völlig normal. 


Es war nun noch denkbar, daß bei diesen drei Mycelien schon Anfänge 
der Conidienträgerbildung in mikroskopischer Kleinheit vorhanden gewesen 
sein konnten, die makroskopisch und auch im starken Lupenbild nicht zu 
erkennen waren, sondern erst in Masse mit fortschreitender Vegetation 
augenfällig wurden. Demzufolge wurden zwei weitere Ammoniumsulfat- 
kulturen mit gleicher Vorbehandlung wie die beschriebenen an den ver- 
schiedensten Stellen mikroskopisch untersucht. Neben den viel dünneren 
gewöhnlichen Hyphen zeigten sich dicke doppelwandige bis zu den mannig- 
fachsten Entwicklungsstufen gelangte Conidienträger. Die meisten waren 
noch im Wachsen begriffen und ihrer Länge nach noch nicht zu endgültiger 
Größe gelangt. Andere hatten dieses Längenwachstum bereits beendet 
und zeigten nun die seltsamsten Formen ihrer Spitzenendigungen, je nach 
der Höhe der Stufe, auf der sie im Begriffe standen, sich zu der definitiven 
kugeligen Blase auszugestalten. So fielen knopfartige Einschnürungen 
auf neben herzförmigen und keuligen Kopfstücken. Zwei Kulturen des 
ersten Stadiums, die mit obigen beiden Kulturen zusammen untersucht 
wurden, wiesen ganz ähnliche Bilder auf. Hier fanden sich auch Conidien- 
träger mit schon oval ausgebildeter Kugel an der Spitze oder, wenn diese 
schon regelmäßig rund waren, in einigen, allerdings recht vereinzelten 
Fällen in dem Stadium, in dem die ersten Anfänge zu primärer Sterigmen- 
bildung zu erkennen waren. Ausgebildete Sporen aber waren weder bei 
den ersten noch bei diesen beiden Kulturen zu finden. 


Wenn sich somit, unabhängig vom Substrat, auf der reinen, 
phosphorsäurefreien Zuckerlösung trotzdem die Sporen in reichlicher 
Menge nachträglich ausbilden konnten, so dürfen wir folgern, daß die 
Sporenbildung nicht zustande gekommen sein kann auf Kosten von 
P-Mengen, die zur endgültigen Bewerkstelligung dieses Vorgangs aus 
dem Substrat erst noch aufgenommen werden, sondern daß sie vielmehr 
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aus dem Vorrat der Hyphen- bzw. Conidienträgerzellen entstammen 
mußten, um dann an die Sporenbildungsstätten geschafft und in die 
Sporen translociert zu werden. Wir hätten es hier also mit einem 
Transport des Phosphors zu tun, der während der Zeit lebhaftesten 
jugendlichen Wachstums aufgenommen und in Gestalt der phosphor- 
haltigen organischen Verbindungen festgelegt worden ist. Daß der 
Aufbau solcher Phosphorsäureverbindungen von der Zelle mit unter- 
schiedlicher Intensität betrieben werden kann, geht aus späteren Ver- 
suchen hervor, wo bei phosphorarmen unter bestimmten Kultur- 
bedingungen gezogenen Mycelien auch die Sporenbildung gehemmt 
oder gar nicht zustande gekommen ist. 


Die Bewegung der Kerne oder Kernstoffe, die den phosphor- 
haltigen Anteil des späteren Sporeninhalts auszumachen bestimmt 
sind, setzt also schon sehr bald nach der Anlage der jungen Zellen ein. 
Während nun im weiteren Verlauf des Mycelwachstums mit dem 
äußerlich wahrnehmbaren Fortschreiten der Sporenbildung diese Kern- 
stoffe durch basipetales Übertreten in die als Schließsporangium an- 
zusehende Conidie vor der Zersetzung bewahrt und erhalten bleiben, 
erfahren andere P-haltige Verbindungen organischer Art eine mehr 
oder weniger tiefgreifende Veränderung durch Zertrümmerung der 
Komplexe, indem der Phosphor aus ihnen allmählich und bis zu einem 
gewissen Grade abgespalten, anderweitig verwandt oder schließlich 
aus dem Organismus der Zelle ausgeschieden wird (s. dazu die weiter 
unten Ñ. 394 folgenden Versuche). Die Erklärung der innerphysio- 
logischen Vorgänge in dieser Weise würde dann auch im Vergleich der 
prozentualen P-Werte der drei Wachstumsstadien untereinander eine 
Stütze finden, wo im dritten Stadium mit dem Fortschreiten des Mycel- 
wachstums die Weiterentwicklung der Sporen bis zu ausgeprägter 
Sporendecke stattgefunden hat, der relative Phosphorgehalt über das 
zweite zum dritten Stadium aber deutlich abgesunken ist. 


Wenn vorweggenommen wurde, daß Mycelien aus späteren Ver- 
suchen mit sehr geringem P-Gehalt keine Sporenbildung zeigten, so 
sei als Gegenteil hierzu auf die früher besprochenen Kulturen der 
Tabellen IIf und g zurückgegriffen. Unter Einwirkung der äußeren 
anormalen Substratverhältnisse wurden wahrscheinlich hier gleich im 
Anfang große Mengen an organischen Phosphorverbindungen und 
Kernsubstanz gebildet, die bei der sehr zeitig einsetzenden und auf- 
fallend schnell um sich greifenden Massenbildung von kleinen Sporen 
zum größten Teil in diesen Magazinen deponiert wurden und so zur Zeit 
der Unterbrechung erhalten geblieben sind, so daß lediglich der Um- 
stand der Lokalisation die hohe P-Menge bei diesen Mycelien bedingt 
zu haben scheint. 
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In diesem Zusammenhang sei noch eine kurze Betrachtung an- 
geknüpft über das nachträglich erfolgte Wachstum der Mycelien auf 
der von anderen Nährstoffen freien Zuckerlösung. Die Zunahme muß 
hier in erster Linie unter Verbrauch dieses Nährmaterials auf die 
Bildung überwiegend kohlehydrathaltiger Zellanteile zurückzuführen 
sein, eine Erscheinung, die unter dem Begriff der Membranausgestaltung 
bzw. eines sekundären Ansatzes auch für das beginnende Sinken der 
relativen P-Zahl im zweiten Entwicklungsstadium mit in Rücksicht 
gezogen worden war. Da, wo durch nachträgliche Ausfüllung der 
Mycellücken ein Neuwachstum ganzer Zellen zu konstatieren war, 
kann die Versorgung mit den erforderlichen übrigen Nährstoffen aus 
den Nährlösungsresten gedeckt sein, die sich noch zwischen den Hyphen 
festgehalten befanden; zudem wissen wir aber, daß jede lebende Zelle 
zur Fortleitung von Nährstoffen befähigt ist und daher diese Neu- 
bildung zustande gekommen sein kann mit Hilfe der Elemente, die den 
Nachbarzellen entrissen sind. 


Wenn aber diese Flecken keine Sporen gebildet hatten, so geht 
daraus hervor, daß sich der Ernährungszustand der zuletzt ausgebildeten 
Mycelkomplexe von den früheren unterschiedlich verhielt, so daß z. B. 
die Menge des aus älteren Hyphen entnommenen Phosphors zwar zu 
einer gewissen Weiterentwicklung befähigte, vielleicht aber nicht in 
dem Maße vorhanden war, um zu einer Sporenbildung auszureichen. 


Ohne Phosphor ist keine Sporenbildung möglich; vielmehr ist es 
einzusehen, und dieses zeigt auch das erste Wachstumsstadium, daß 
die Ernährung der Hyphenzelle mit den erforderlichen Nährstoffen, 
vor allem auch mit P, in entsprechender Menge von vornherein gewähr- 
leistet sein muß, wenn sie den phosphorhaltigen Anteil ihres bzw. 
des Sporeninhalts zu bilden imstande sein soll. 


5. Phosphorverminderung und Phosphorexkretion. 


Bei der Betrachtung der Mycelien des zweiten und dritten Wachs- 
tumsstadiums hatte sich gezeigt, daß die alleinige Beobachtung äußerer 
Merkmale bei der Unterbrechung die Zeit des Wachstums, den Grad 
des Fortschritts der Entwicklung und die Wachstumsintensität zu 
ungenügend berücksichtigte, um zugleich auch den Phosphorstoff- 
wechsel in ein klares Licht gerückt zu sehen. Um diesem näher zu 
kommen, war es notwendig, die Kulturen bei einer konstanten Optimal- 
temperatur zu ziehen und mehrere Parallelen gleichen Entwicklungs- 
grades zu jeder Gruppe zur Verfügung zu haben. Bei den so gewonnenen 
Kulturen war dann weiter erforderlich, neben dem Trockengewicht 
und der Bestimmung des Phosphorkonsums auch den des Stickstoffs 
zu beobachten. 
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Eine hierfür gewählte größere Anzahl 1-Liter-Kolben von aus- 
gesuchter Gleichmäßigkeit in der Größe, mit 200 ccm normaler Ammonium- 
sulfatnährlösung beschickt, standen nach der Sterilisation und Beimpfung 
im Thermostaten bei 30 bis 32°C. Die Unterbrechung erfolgte mit 1 Tag 
Zwischenraum. 

Beiallen Kultmren war am Abend desersten Tages bereits ein deutliches 
Keimen zu beobachten, so daß mit fortschreitendem Wachstum am Ende 
des dritten Tages ein mittleres Gewicht von 1,019g erreicht wurde. Decken 
über ganzer Kulturflüssigkeitsoberfläche geschlossen, gesundes, normales 
Aussehen mit Anfängen erster Sporenbildung. 

Am fünften Tage wurde das Wachstumsoptimum erreicht. Decken 
reich gefältelt, normal, mit Conidien versehen. 

Vom fünften über den siebenten zum neunten Tag zeigten die Kulturen 
geringe Abnahme im Trockengewicht, intensiv ausgebildete Sporendecke 
und gelblich gefärbte Nährlösung (Tabelle IV). 

Der Übersicht halber wurden hier wie auch späterhin die zahlreichen 
Parallelkulturen jeder Versuchsgruppe nicht im einzelnen aufgeführt, 
sondern lediglich die Mittelwerte der gewonnenen Resultate zusammen- 
gestellt. 













Tabelle IV. 
; P0 PRO ; 
Alter Gewicht | im Mycel iockensubstane Te en 
Tage g mg 
Mittel 3 | 1,019 
„5 1,446 32,714 
7 1,389 30,431 





» 9| 1330 | 25,108 


Auch hier wieder finden wir bei den jüngsten Mycelien die prozentisch 
höchste Phosphorsäuremenge vor. Während der nächsten 2 Tage, in denen 
das Höchstgewicht erreicht wird, steigt die absolute Phosphorsäuremenge 
zwar noch, ist aber relativ auf 2,26 Proz. gesunken. Höchsttrockengewicht 
fällt also nicht auch mit höchster Menge dieses Aschenbestandteiles zu- 
sammen; indem sich zu diesem Zeitpunkt das Mycel noch um 'etwa die 
Hälfte vermehrt hat, bleibt der absolute Phosphorgehalt stark zurück; 
auf die neugebildete Substanzmenge würden nur etwa 6mg P,O, mehr 
entfallen. Analog der Überlegung bei den Wachstumsstadien wäre nun 
anzunehmen, daß es sich entweder wieder um eine Trockensubstanzzunahme 
lediglich auf Kosten von Kohlenhydraten handelt, oder aber die Neubildung 
von Zellen unter P-Aufnahme ist in normaler Weise weiter fortgeschritten, 
während aus den älteren Hyphen bereits P in starkem Maße verausgabt 
worden ist. Dieser letztere Prozeß tritt nun bei Gegenüberstellung der 
5 und 9 Tage alten Mycelien deutlich in den Vordergrund, indem bei einem 
Stillstand des Wachstums, sei es aus widrig gewordenen Substratverhält- 
nissen, sei es aus Raummangel, keine Neuproduktion von Zellen mehr 
stattfindet. Am neunten Tage ist der P,O,-Gehalt um 23,25 Proz. gefallen, 
womit eine erhebliche Phosphorsäureausscheidung aus den Mecelzellen 
bewiesen wäre. Betrachten wir den ursprünglichen relativen P,O,-Gehalt 
(der 3 Tage alten Kulturen), so finden wir diesen am neunten Tage um 
28,6 Proz. vermindert. Die Temperatur zeigt sich bei diesen Versuchen, 
verglichen mit den bei Zimmertemperatur von keinem Einfluß, außer 
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daß lediglich der ganze Prozeß in bezug auf den Phosphorstoffwechsel 
beschleunigter ist als bei Zimmertemperatur. 

In ganz ähnlicher Weise vollzieht sich nun auch der Stoffwechsel des 
Stickstoffs. Beim Vergleich des absoluten Gehalts der Myoelien am fünften 
Tage mit denen des neunten ist hier ein Verlust von 12,87 Proz. eingetreten, 
während die prozentische N-Menge des dritten Tages um 9,904 Proz. ge- 
sunken ist. In beiden Fällen also weniger als beim Phosphor, woraus sich 
ergibt, daß der Stickstoff von der Zelle fester gehalten wird und in geringerem 
Maße der Ausscheidung unterliegt. Das Verhältnis P,O,: N verschiebt 
und erweitert sich demgemäß im Laufe der Entwicklung zuungunsten des P, 
ganz ähnlich wie dies schon bei den Mycelien der drei Wachstumsstadien 
festgestellt worden war. 

Daß es sich nicht etwa um Versuchsfehler, sondern um eine tatsächliche 
absolute Phosphorsäureabnahme handelt, zeigen die absoluten Differenzen 
vom neunten zum fünften Tage, die mit ihren wahrscheinlichen Schwan- 
kungen in nachfolgender Übersicht wiedergegeben sind. 








Gesamt P nach 5 Tagen . ..... 32,71 £ 0,32 | 
35 ee en res 25,11 £ 0,42 
7,60 £ 0,53 
Differenz = 14,3fache der wahrscheinlichen Schwankung. 
Gesamt-N nach 5 Tagen . . .... 65,96 + 1,00 
re: ech A e NE a dës a 57,47 t 0.98 
e 8,49 £ 1,40 


Differenz = 6,l1fache der wahrscheinlichen Schwankung. 

In beiden Fällen liegt also die Differenz weit über der zugehörigen, 
nach dem Fehlerfortpflanzungsgesetz aus den Differenzen der Einzelwerte 
berechneten wahrscheinlichen Schwankung; sie beträgt bei Phosphorsäure 
das 14,3-, bei Stickstoff das 6,lfache derselben. 


Zwischen dem Stickstoff- und Phosphorwechsel besteht also eine 
Analogie. Beide Elemente zeigen in den jugendlichen Entwicklungs- 
stadien prozentssch den höchsten Wert, bei beiden vermindert er sich 
ungeachtet der weiteren Trockensubstanzzunahme, bei beiden ver- 
mindert sich auch der absolute Gehalt an beiden Elementen, die also 
aus älteren Mycelteilchen exkretiert werden. 


Einen ähnlichen Prozentgehalt an P wie hier bei den neuntägigen 
Kulturen fanden wir auch bei den älteren Mycelien der Tabelle I und III, 
wenn auch wegen der niedrigeren Kulturtemperatur (20°) nach längerer 
Kulturdauer. 

Auch die Verschiedenheit der N-Quellen hatte auf diesen Gehalt älterer 
Mycelien keinen Einfluß gehabt; während wir allerdings (Tabelle IIf, g) 
bei Erhöhung der N-Gabe und einfacher Phosphorsäuregabe eine Erhöhung 
der absoluten und relativen Phosphorsäureaufnshme gefunden hatten; 
dagegen zeigten wieder zweifache N- und zweifache P-Gabe das normale Bild 
(Tab. IIe). 


Bei neuen Versuchen mit einfacher N- und doppelter, halber und 
viertel P-Gabe (Tabellen Va, b, c) zeigten sich wiederum ganz normale 
Werte. 


] 
| 
| 
| 
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Tabelle Va. Zweifache P-Gabe. 









Paie pro g ' N pro g 
Alter Gewicht rocken» N im Myvel Trocken» 
gek ee 





Tage 


g mg 
Mittel 3 | 0,921 | 24,852 26,95 44, 1273 | 48,03 vm 1 ‚782 
„ 9 || 1200 | 20,837 17,84 51,087 | 4396 


Tabelle Vb. 1/, P-Gabe. 





Mittel 3 | 1,041 | 26816 | 2588 49,132 | 4732 | 1,828 
, | Tısa | 20502 | 1812 50.681 | 4409 | 2433 
Tabelle Vc. 1, P-Gabe. 


Mittel 3 | 0711 ; 17,771 24,97 | 34,576 | 4837 | 1,997 
0760 ` 15,42 20,15 34,349 | 45,16 | 2,1 


n ı! 


Da bei einfacher P-Gabe noch ein großer Teil der gereichten 
Phosphorsäuremenge ungenutzt geblieben war, d. h. sich stets P in 
der Nährlösung im Überschuß befunden hatte, war es bei der Ver- 
doppelung der P-Gabe (Tabelle Va) nicht zu verwundern, daß der 
Pilz nicht weiter darauf reagierte und nicht zu einem Luxuskonsum 
schritt. Auch bei der Hälfte der P-Gabe (Tabelle Vb), einer Menge, 
die immer noch zu normaler Entwicklung völlig ausreichte, zeigte sich 
keine Besonderheit. In beiden Kulturgruppen glichen die Mycelien 
ganz denen, die bei normaler P-Konzentration gewachsen waren, auch 
in bezug auf den P- und N-Stoffwechsel. 

Um so mehr mußte es daher interessieren, wie sich der Pilz ver- 
halten würde, wenn, unter Beibehaltung aller übrigen Kulturverhältnisse, 
mit der Phosphorgabe so weit herabgegangen würde, daß ein Mangel 
an diesem Nährfaktor bestand. 

Nur ein Viertel der normalen P,O,-Menge mit 19,48 mg P.O; pro 
200 ccm normaler Ammoniumsulfatnährlösung wurde zu diesem Zwecke 
verabreicht. Nach Keimung der Sporen schritt die Entwicklung allgemein 
langsamer fort, als dies früher beobachtet wurde. Am dritten Tage hatten 
sich aber doch Decken herangebildet, die, wenn auch dünn, die ganze 
Oberfläche der Kulturflüssigkeit lückenlos überspannten. Sie zeigten ein 
gesundes normales Äußere, waren von schöner Gleichmäßigkeit in bezug 
auf Fältelung und erste Sporenbildung, wie auch die Parallelkulturen bei 
Feststellung der Trockensubstanzmenge sehr gute Übereinstimmung in 
den Gewichten aufwiesen. 

Die Reduzierung der Phosphorgabe hatte lediglich, wie aus 
Tabelle Ve hervorgeht, auf die Entwicklung der Trockensubstanz 
einen Einfluß ausgeübt. Phosphor- und Stickstoffkonsum aber hatten 
keinerlei Veränderung erfahren. Aus der Kulturflüssigkeit war nach 
3 Tagen der Phosphor fast restlos aufgenommen worden; eine Analyse 
der Gesamtnährflüssigkeit des schwersten Mycels dieser Gruppe zeigte 
einen ganz minimalen Niederschlag mit Molybdän. Da zwei im Gewicht 
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etwas geringere Mycelien absolut und relativ mehr Phosphor enthielten, 
konnte es sich bei dem geringen restlichen Teil P,O, in der Nährlösung 
obiger Kultur um bereits vom Mycel wieder ausgeschiedenen Phosphor 
handeln, wie denn auch das nach dem dritten Tage noch zu konsta- 
tierende Wachstum auf Kosten desjenigen Phosphors erfolgen konnte, 
der durch die Abgabe aus älteren Hyphenzellen allmählich wieder 
disponibel wurde. Damit wäre es auch zu erklären, daß wir am neunten 
Tage den absoluten P,O,-Gehalt noch auf ungefähr der gleichen Stufe 
des ursprünglichen finden. 


6. Phosphorformen. 

Im Verfolg des Phosphorstoffwechsels interessierte nun die Frage, 
in welcher Form dieses Element, nachdem es gewisse Funktionen im 
Organismus verrichtet hatte, von den Hyphenzellen an die Nährlösung 
wieder zurückerstattet wurde. In welcher Form der assimilierte Stick- 
stoff bei der Degeneration wieder in die Kulturflüssigkeit zurückkehrt, 
ist schon von verschiedenen Autoren geprüft worden. So fand Water- 
mann!) als normales Stoffwechselprodukt Ammoniak. Brenners?) 
Untersuchungen an Aspergillus unter Verwendung verschiedener 
organischer und anorganischer N-Quellen zeigte ebenfalls NH, als 
Hauptstoffwechselprodukt, daneben organischen N. 

So wurde dann die Kulturflüssigkeit, speziell der Kulturen, die auf 
eine Ausscheidung schließen ließen, näher untersucht. Die Nährlösung 
wurde sorgfältig quantitativ gewonnen und getrennt nach verschiedenen 
Methoden analysiert. Und zwar wurde der eine Teil regulär mit H,SO, 
und HNO, verascht und in der Lösung der Gesamtphosphor mit Molybdän 
gefällt, während der andere Teil nach der Fällung mit Magnesiamixtur zur 
Prüfung auf anorganischen Phosphor diente; die Differenz würde den in 
organischer Bindung vorliegenden nicht mit Magnesiamixtur fällbaren 


Phosphoranteil angeben. Die Resultate dieser Untersuchung sind in 
Tabelle VIa und VIc aufgeführt. 


Tabelle VIa. 


Vergleichsanalvsen zwischen Veraschungs- und Magnesiamethode 
in der Kulturflüssigkeit. 














| ` P Op nach | Pa Ce im 
PO, nach Wee 
Bezeichnung der Kultur | Mycelgewicht Graschung Magnesium nn 
E ml RR 

1368 | 651,088 49,770 ` 27,008 
e 1,261 ı 56,790 54,524 24,219 
Wachstumsstadium III | 1.008 | 66.109 56.742 | 20.922 
| 1,232 53,890 . 51,354 26,248 


1) Zitiert S. 373. 
2) W. Brenner, Centralbl. f. Bakt., II. Abt., 40, 555, 1914. 
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Tabelle VIb. 


Vergleichsanalysen zwischen Veraschungs- und Magnesiamethode. 
(Letztere unsterilisiert und nicht SE ) 


P,O, } | bom | bës P [205 nach P305 im 
Bezeichnung der Kultur Mycelgewicht Ee Magnesium GE 


Wechstumsstedium II, 

















Kultur Nr.5 .. 1,319 
Wachstumsstadium TII, 

Kultur Nr. 6. 1,404 
Wechstumsstadium III, 

Kultur Nr.4 .. 1,280 


Alter 9 Tage, Kultur 
Nr. 15 (Tab. 4)... 1,387 





52,940 | 23,775 


Bemerkung: Bestimmungen wurden ausgeführt in je 200 ccm der 
auf 500 ccm aufgefüllten Kulturflüssigkeit. 


Tabelle VIc. 


Kulturen aus verschiedenen Gruppen. 
Nach Magnesiamethode und nach vorausgegangener Veraschung. 


















| Myoele | PaOsnach| Magtestums | pë im 
Bezeichnung der Kultur gewicht | Veraschung methode ycel 
8 a E E 











Tabelle X, Vol. 200, ' | 


1-Liter-Kolben, nor- |) | 
male Konzentration . | 9 1,939 64,034 63,400 ! 14,836 


Tabelle XIII, Vol. 100, 
Lia. Liter- Kolben, nor- 
male Konzentration. | 9 1,394 34,553 32,651 6,467 
Tabelle VII, Vol. 200, | | 
\/.-Liter-Kolben, nor- 
male Konzentration. | 9 | 1,812 | 61,181 | 59913 | 17,752 


Die Ergebnisse nach der Veraschungsmethode fielen fast immer etwas 
höher aus als die mit Magneeiamixtur, so daß es zunächst den Anschein 
erweckte, daß wir es hier mit organischem Phosphor zu tun hatten, wenn 
nicht dagegen sprach, daß ungeachtet der verschiedenen zur Analyse heran- 
gezogenen Kulturen die auftretenden Differenzen doch in gewissen Grenzen 
die gleichen blieben. Es wurde deswegen zunächst eine ungeimpfte normale 
Kulturflüssigkeit nach diesen beiden Methoden analysiert, und es stellte sich 
heraus, daß auch hier das Resultat nach der Magnesiamethode etwas 
geringer ausfiel als das andere. Die vorgefundenen Differenzen durften 
wir somit nicht auf das Konto organischen Phosphors setzen, sondern 
betrachteten sie als eine annähernd konstante Fehlergröße. 

Es war nun noch denkbar, daß die vielleicht vorhandene sehr labile 
anwesende organische Phosphorverbindung in dem nach der Magnesia- 
methode behandelten Teil durch das Einengen der Kulturflüssigkeit zerstört 
war, das vorgenommen wurde, um den Phosphor hier in einer größeren 
Konzentration fällen zu können. Es wurden daher Versuche wiederholt, in 
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denen ohne vorheriges Eindampfen der Phosphor direkt gefällt wurde; 
doch zeigte sich auch hierbei dasselbe. 


Ein Grund nachträglicher Veränderung konnte nun noch weiter in der 
Erhitzung durch die Sterilisation zu suchen sein, der die Kulturflüssigkeit 
gleich nach dem Gewinnen unterworfen wurde, sofern eine sofortige Ver- 
arbeitung nicht möglich war; doch auch unter Vermeidung dieses Umstandes 
wurden keine anderen Ergebnisse gewonnen (s. Tabelle VIb). 

Wenngleich noch die Möglichkeit bestand, daß auch der bei manchen 
Kulturen erhebliche Säuregrad auf den labilen Körper schon während 
der Kulturzeit verändernd eingewirkt haben könnte, und betont werden 
muß, daß wir in der Magnesiamethode keine Identitätsfällung rein 
anorganischen Phosphors erblicken dürfen, so kann man es trotzdem 
wohl zu großer Wahrscheinlichkeit machen, daß, wenn nicht überhaupt 
aller, so doch jedenfalls der größte Teil des Phosphors in anorganischer 
Form, und zwar als Phosphorsäure bzw. Phosphat wieder in der Nähr- 
lösung erscheint (vgl. Tab. VIc mit den dort angegebenen Tabellen). 


7. Volumen-, Oberflächen- und Konzentrationsveränderungen. 


Die weiteren Untersuchungen in Verfolg der Phosphorstoffwechsel- 
frage hatten nun zum Gegenstand, die Einflüsse zu studieren, die sich 
möglicherweise mit Veränderung zunächst der Oberflächengröße der 
Nährlösung ergeben konnte. 


Zu diesem Zwecke wurden gleichmäßige 250-ccm-Kolben mit der 
normalen Ammoniumsulfatnährlösung beschickt, sterilisiert und in der 
früher angegebenen Weise geimpft und wieder bei 30 bis 32°C im 
Thermostaten aufgestellt, ein Teil der Kulturen zur Untersuchung im 
jugendlichen Wachstumsstadium (3 Tage), der Rest für ein älteres 
Stadium mit 9 Tagen bestimmt. 

Mit Verwendung der kleinen Kolbengröße wurde bei 200 ccm Nährlösung 
ein hohes Flüssigkeitsniveau mit stark verringerter Oberfläche erreicht, die 
der Mycelentwicklung in der Breite sehr bald entgegen stehen mußte. Der 
Pilz entwickelte sich unter diesen Umständen zunächst langsam; am Ende 
des dritten Tages hatten aber doch alle Kulturen über der Oberfläche eine 
völlig gesunde, gut zusammenhängende, leicht gefältelte Decke aufzuweisen, 
die bereits überall Sporenbildung zeigte. Ein mittleres Trockengewicht von 
0,879g ergab sich aus sieben Parallelkulturen (Tabelle VII). 


Tabelle VII. 
1, -Liter-Kolben, 200 Volumen normale Nährlösung. 





Zu | P,O; pro g 
Alter Gewicht | P3O5 im Mycel rockens 
substanz 
Tage g 


| mg mg 


Mittel 3 | 0,879 | 22,924 | 26,17 
„9 | 2143 | 25,738 12,04 
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Bezüglich dee Phosphorkonsums zeigte sich bei den Mycelien dieser 
Gruppe zunächst nichts Abweichendes von der bisher kennengelernten 
Norm gleicher Altersstadien; hier wie dort treffen wir auf annähernd die- 
selben Werte für den relativen P,O,-Gehalt. 

Ein anderes Bild ergab sich jedoch nach 9 Tagen, bis zu welcher Zeit 
die Mycelien in ihrem Wachstum schon äußerlich eine auffallende Ver- 
änderung erkennen ließen. Die überaus kräftig entwickelten, festen und 
reichlich auf der Oberfläche gefältelten Mycelkuchen, die bei allen Kulturen 
eine gute Conidiendecke aufwiesen, waren in Gestalt stark gekröseartiger 
Forteätze tief in die Kulturflüssigkeit hineingewuchert, so daß das ganze 
Gebilde ein korallenartiges Aussehen angenommen hatte. Hier überstieg 
die Trockensubstanz das jüngere Material um das Doppelte und im einzelnen 
um das Dreifache, wohingegen der Mehrverbrauch an Phosphor außer- 
ordentlich gering geblieben war. Auf 1,264g neu gebildeter trockener 
Pilzmasse (als Mittel von sechs Parallelkulturen) würden rund 3 mg P,O,, 
also nur etwa ein Achtel der ursprünglich zum Aufbau verwandten Menge 
entfallen. 

Der Pilz hatte sich zunächst unbeschadet der kleinen Oberfläche und 
des hohen Nährflüssigkeiteniveaus ohne Abweichung in bezug auf den 
Phosphorkonsum im jugendlichen Stadium langsam entwickelt. Bei dem 
später aber noch stattgefundenen sehr beträchtlichen Neuzuwachs (bei 
den schwersten Mycelien dieser Gruppe, 2,438, 2,242, 2,512 g, schwankte 
der Zuckergehalt der Nährlösung zwischen 2,02 bis 2,86 g) hat sich diese 
Neubildung vornehmlich wieder auf Kosten von Kohlehydraten oder 
anderer kohlenstoffhaltiger phosphorsäurefreier Zellsubstanzen vollzogen, 
wobei auch der Umstand zu berücksichtigen ist, daß gleichzeitig eine starke 
Ausscheidung von Phosphorsäure aus älteren Mycelteilen beteiligt war; 
in welchem Maße jedoch läßt sich aus vorliegenden Analysenergebnissen 
nicht ersehen. 

Unter Beibehaltung der 4,-Liter-Kulturkolben wurde nun eine Ver- 
suchsreihe angestellt, bei der das Gesamtvolumen der Nährflüssigkeit auf die 
Hälfte herabgesetzt wurde. 

Die Kolben bekamen 100 eem der normalen Ammoniumsulfatnähr- 
lösung und standen nach erfolgter Sterilisation und Impfung bei 30 bis 
32°C im Thermostaten. Die Unterbrechung erfolgte am dritten, siebenten 
und neunten Tage. Die aus zahlreichen Parallelkulturen erhaltenen Mittel- 
zahlen sind in Tabelle VIII aufgenommen. 


Tabelle VIII. 
ar 100 Beh 5 Proz. Zucker. 


e = Ber 
Alter Gewicht ne te a Wen Nim Mycel Pad P205: 2 
_ Tage mg mg 

















Mittel 3 1251 | 27737 | 22,19 | (54,663 | 43,52 | 1,964 
so 1638 | 26,806 | 16,37 p 65884 ` 4023 | 2,458 
~ 9 1709 ' 19248 | 1126 | (58658 | 34,05 | 3,044 





Schon im Verlauf der ersten Tage zeigte sich, daß die Entwicklung 
bei allen Kulturen schneller vorwärts schritt als dies bei vorhergehender 
Gruppe beobachtet wurde. Am Ende des dritten Tages wurde bereits 
ein mittleres Gewicht von 1,251 g erreicht. 
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denen ohne vorheriges Eindampfen der Phosphor direkt gefällt wurde; 
doch zeigte sich auch hierbei dasselbe. 


Ein Grund nachträglicher Veränderung konnte nun noch weiter in der 
Erhitzung durch die Sterilisation zu suchen sein, der die Kulturflüssigkeit 
gleich nach dem Gewinnen unterworfen wurde, sofern eine sofortige Ver- 
arbeitung nicht möglich war; doch auch unter Vermeidung dieses Umstandes 
wurden keine anderen Ergebnisse gewonnen (s. Tabelle VIb). 

Wenngleich noch die Möglichkeit bestand, daß auch der bei manchen 
Kulturen erhebliche Säuregrad auf den labilen Körper schon während 
der Kulturzeit verändernd eingewirkt haben könnte, und betont werden 
muß, daß wir in der Magnesiamethode keine Identitätsfällung rein 
anorganischen Phosphors erblicken dürfen, so kann man es trotzdem 
wohl zu großer Wahrscheinlichkeit machen, daß, wenn nicht überhaupt 
aller, so doch jedenfalls der größte Teil des Phosphors in anorganischer 
Form, und zwar als Phosphorsäure bzw. Phosphat wieder in der Nähr- 
lösung erscheint (vgl. Tab. VIc mit den dort angegebenen Tabellen). 


7. Volumen-, Oberflächen- und Konzentrationsveränderungen. 


Die weiteren Untersuchungen in Verfolg der Phosphorstoffwechsel- 
frage hatten nun zum Gegenstand, die Einflüsse zu studieren, die sich 
möglicherweise mit Veränderung zunächst der Oberflächengröße der 
Nährlösung ergeben konnte. 

Zu diesem Zwecke wurden gleichmäßige 250-cem-Kolben mit der 
normalen Ammoniumsulfatnährlösung beschickt, sterilisiert und in der 
früher angegebenen Weise geimpft und wieder bei 30 bis 320°C im 
Thermostaten aufgestellt, ein Teil der Kulturen zur Untersuchung im 
jugendlichen Wachstumsstadium (3 Tage), der Rest für ein älteres 
Stadium mit 9 Tagen bestimmt. 

Mit Verwendung der kleinen Kolbengröße wurde bei 200 cem Nährlösung 
ein hohes Flüssigkeitsniveau mit stark verringerter Oberfläche erreicht, die 
der Mycelentwicklung in der Breite sehr bald entgegen stehen mußte. Der 
Pilz entwickelte sich unter diesen Umständen zunächst langsam; am Ende 
des dritten Tages hatten aber doch alle Kulturen über der Oberfläche eine 
völlig gesunde, gut zusammenhängende, leicht gefältelte Decke aufzuweisen, 


die bereits überall Sporenbildung zeigte. Ein mittleres Trockengewicht von 
0,879 g ergab sich aus sieben Parallelkulturen (Tabelle VII). 


Tabelle VII. 
14-Liter-Kolben, 200 Volumen normale Nährlösung. 


Alter | Gewicht 
Tage g 


P: O; im Mycel rocken» 
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Bezüglich des Phosphorkonsums zeigte sich bei den Mycelien dieser 
Gruppe zunächst nichts Abweichendes von der bisher kennengelernten 
Norm gleicher Altersstadien; hier wie dort treffen wir auf annähernd die- 
selben Werte für den relativen P,O,-Gehalt. 

Ein anderes Bild ergab sich jedoch nach 9 Tagen, bis zu welcher Zeit 
die Mycelien in ihrem Wachstum schon äußerlich eine auffallende Ver- 
änderung erkennen ließen. Die überaus kräftig entwickelten, festen und 
reichlich auf der Oberfläche gefältelten Mycelkuchen, die bei allen Kulturen 
eine gute Conidiendecke aufwiesen, waren in Gestalt stark gekröseartiger 
Fortsätze tief in die Kulturflüssigkeit hineingewuchert, so daß das ganze 
Gebilde ein korallenartiges Aussehen angenommen hatte. Hier überstieg 
die Trockensubstanz das jüngere Material um das Doppelte und im einzelnen 
um das Dreifache, wohingegen der Mehrverbrauch an Phosphor außer- 
ordentlich gering geblieben war. Auf 1,264g neu gebildeter trockener 
Pilzmasse (als Mittel von sechs Parallelkulturen) würden rund 3 mg Pe, 
also nur etwa ein Achtel der ursprünglich zum Aufbau verwandten Menge 
entfallen. 

Der Pilz hatte sich zunächst unbeschadet der kleinen Oberfläche und 
des hohen Nährflüssigkeitsniveaus ohne Abweichung in bezug auf den 
Phosphorkonsum im jugendlichen Stadium langsam entwickelt. Bei dem 
später aber noch stattgefundenen sehr beträchtlichen Neuzuwachs (bei 
den schwersten Mycelien dieser Gruppe, 2,438, 2,242, 2,512 g, schwankte 
der Zuckergehalt der Nährlösung zwischen 2,02 bis 2,86 g) hat sich diese 
Neubildung vornehmlich wieder auf Kosten von Kohlehydraten oder 
anderer kohlenstoffhaltiger phosphorsäurefreier Zellsubstanzen vollzogen, 
wobei auch der Umstand zu berücksichtigen ist, daß gleichzeitig eine starke 
Ausscheidung von Phosphorsäure aus älteren Mycelteilen beteiligt war; 
in welchem Maße jedoch läßt sich aus vorliegenden Analysenergebnissen 
nicht ersehen. 

Unter Beibehaltung der %4-Liter-Kulturkolben wurde nun eine Ver- 
suchsreihe angestellt, bei der das Gesamtvolumen der Nährflüssigkeit auf die 
Hälfte herabgesetzt wurde. 

Die Kolben bekamen 100 ccm der normalen Ammoniumsulfatnähr- 
lösung und standen nach erfolgter Sterilisation und Impfung bei 30 bis 
32°C im Thermostaten. Die Unterbrechung erfolgte am dritten, siebenten 
und neunten Tage. Die aus zahlreichen Parallelkulturen erhaltenen Mittel- 
zahlen sind in Tabelle VIII aufgenommen. 


Tabelle VIII. 
en 100 Volumen, 5 Proz. Zucker. 


Gë |P205 proglas ro 
Alter | Gewicht | im ern | u in bied Nim SS EC 
Tage \ e 


Le U 











Mittel 3 1,251 | 27,737 | 2219 | (54,663 54,663 4352 | Lë 
, 7 | Log | 26,806 | 16,37 | 65884 | 40,23 D 2.458 
"ol 1709 | 19248 | 1126 | (58658, 3405 | 3.044 





Schon im Verlauf der ersten Tage zeigte sich, daß die Entwicklung 
bei allen Kulturen schneller vorwärts schritt als dies bei vorhergehender 
Gruppe beobachtet wurde. Am Ende des dritten Tages wurde bereits 
ein mittleres Gewicht von 1,251 g erreicht. 
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Mit dieser schneller erfolgten Trockensubstenzproduktion war nun, 
was den Phosphorverbrauch anbelangte, eine geringere relative Ver- 
konsumierung parallel gegangen, jedenfalls zeigt der in diesem jungen 
Material anwesende Phosphorsäuregehalt einen deutlich geringeren relativen 
Wert, als bei den 4,-Liter-Kulturen mit 200 ccm Kulturflüssigkeit. 

Da mit dem siebenten Tage Zuckermangel eintrat (es waren nur mehr 
Spuren von Zucker nachweisbar, Aciditätsgrad 12,43), war bei den im 
übrigen für das Wachstum des Pilzes hier recht günstig getroffenen All- 
gemeinbedingungen damit der Weiterentwicklung im wesentlichen ein 
Ziel gesetzt. Der Befund der 9 Tage alten Kulturen war ähnlich dem der 
gleichaltrigen aus vorheriger Gruppe: völlig weiße Decken, dick, fest, mit 
ebenfalls gekröseartigen Fortsätzen, in die tieferen Schichten der Nährlösung 
Sporenbildung unregelmäßig, im ganzen gering. 

Wenn bezüglich des Phosphorschicksals bei den Erscheinungen der 
vorhergehenden Versuchsgruppe erörtert wurde, daß die dort besprochenen 
Vorgänge nebeneinander verlaufend gemeinsam die Verminderung des 
prozentischen P,O,-Gehalts beeinflussen könnten, so lassen an Hand 
vorliegender Ergebnisse diese Vorgänge hier eine gewisse Differenzierung 
erkennen, Verfolgt man die Entwicklung bis zum siebenten Tage, so ginge 
aus dem Verhalten der absoluten P,O,-Menge hervor, daß bei stattgefundener 
Gewichtszunahme ein Mehrkonsum an P,O, nicht eingetreten war. Inwie- 
weit hierbei eine vorwiegende Vermehrung kohlehydrathaltiger Zellanteile 
in Frage kommt, muß zunächst dahingestellt bleiben. Daß jedoch ein solcher 
Vorgang nicht allein statthat, sondern begleitet wird von dem anderen 
Prozeß der gleichzeitigen P-Abgabe aus älteren Hyphenkomplexen, tritt 
hier mit dem Zeitpunkt in die Erscheinung, wo, infolge der nur mehr un- 
wesentlichen Trockensubstanzzunahme, mit dem Sinken der absoluten 
P,O,-Werte der Prozeß der Phosphorausscheidung stärker in den Vorder- 
grund gerückt ist. 

Dies ist der Fall nach dem siebenten Tage, und zwar in einer Weise, 
daß wir die Mycelien betreffs ihres prozentischen P,O,-Gehalts am Ende ` 
des neunten Tages auf derselben Stufe erkennen, auf der auch die Kulturen 
der 200-Volumen-Gruppe (Tabelle VII) bei gleichem Alter standen. 

Mit einem verminderten P,O,-Gehalt bei den drei Kulturen wurde 
auch eine geringere N-Menge als es bei jungem gleichaltrigen Pilzmaterial 
bisher beobachtet wurde, festgestellt. Nach 9 Tagen finden wir sie in beiden 
Versuchsgruppen (Tabelle VII und VIII) ebenfalls auf annähernd gleicher 
Stufe!). Eine gewisse Analogie im Schicksal dieser beiden Elemente tritt 
also auch hier wieder mit der schon früher hervorgehobenen Einschränkung 
zutage, daß unter den jeweiligen Versuchsbedingungen die Wandelbarkeit 
des Stickstoffs geringeren Schwankungen unterworfen ist, als die des 
Phosphors. Beim Zellaufbau erklärlicherweise in größerer Menge verwandt, 
wird hierbei der Stickstoff in Verbindungen festgelegt, aus denen er, ent- 
gegen der Phosphorsäure, in weniger starkem Maße zur Abspaltung und 
Ausscheidung gelangt. Dies geht sowohl aus den vorliegenden absoluten 
Werten hervor, wie auch aus dem Koeffizienten Phosphorsäure zu Stickstoff 


1) Das offene Klammernzeichen vor dem absoluten N-Wert besagt, 
daß hier nur ein Teil der auf P analysierten Parallelkulturen auch für die 
N-Bestimmung herangezogen wurde. Das Verhältnis P,O,:N wurde in 
diesem Falle aus der Summe der Kulturen als Mittel berechnet, von denen 
die relativen Größen beider Elemente vorlagen. 





P-Stoffwechsel einiger Pilze. 403 


im Verlauf der verschiedenen Wachstumszeiten, in denen sich dieser, von 
1: 1,954 über 1: 2,458 zu 3,044 erweitert. Wenn nun die Mycelien bei halben 
Nährstoffvolumen und vergrößerter Oberfläche von Anfang an eine schnellere 
Entwicklung erkennen ließen, indem sie am dritten Tage bereits ein größeres 
Gewicht erreichten und ebenso schon mit einem 9 Tagegewicht von 1,709 g 
die gleiche prozentische P,O,-Gehaltsstufe aufwiesen wie die 2-g-Mycelien 
der Tabelle VII, so ist wahrscheinlich, daß schon die im Jugendstadium 
der Decken festgestellten Abweichungen des Phosphorkonsums auf eine 
Unterschiedlichkeit im Ablauf des Entwicklungsganges zurückzuführen 
sind. In der letzten Gruppe hatte eine Beschleunigung des gesamten 
Weachstumsprozesses stattgefunden, wodurch zugleich auch eine Beschleuni- 
gung im ganzen Stoffwechsel veranlaßt wurde. Daß hier dem am siebenten 
Tage eingetretenen Zuckermangel bei der Phosphorausscheidung keine 
Bedeutung zukommt, geht daraus hervor, daß bei den schweren 9-Tage- 
Mycelien (Tabelle VII) noch rund 20 Proz. der gegebenen Zuckermenge 
unverbraucht gelassen wurde. 

Wenn wir nun die Ergebnisse der Versuchsgruppen VII und VIII direkt 
miteinander in Vergleich stellten, so darf nicht unberücksichtigt bleiben, 
daß wir neben Oberfläche und Volumen zugleich noch einen dritten Faktor 
geändert hatten, nämlich die absolute Nährstoffmenge, die ja mit dem 
Gesamtflüssigkeitsvolumen ebenfalls auf die Hälfte reduziert worden war. 
Dies letztere wurde in einer neuen Versuchsserie dadurch ausgeschaltet, 
daß in 100 eem Nährflüssigkeitsvolumen die Nährstoffmenge auf das 
Doppelte ergänzt wurde. Unter sonst gleichen Verhältnissen mit Gruppe VIII 
konnte somit lediglich der Einfluß der veränderten Konzentration auf den 
Phosphorstoffwechsel beobachtet werden, deren Resultate in Tabelle IX 
aufgenommen sind. 








Tabelle IX. 
| Pa Oe pro g 
Alter Gewicht | POs im Mycel ro ckersubatens Acidität Zucker 
Tage g | mg mg 
BT oo Te EE EE Ee EE EE ër 
Mittel 3 | 0,817 17,340 21,24 
9 1) 0,804 15,977 19,87 25,71 6,27 
| 2) 1,253 22,443 17,91 30,36 4,54 
| 3) 1,795 22,697 12,64 33,93 2,74 
| 4) 2,238 14,962 6,69 
Mittel | 1,523 19,020 | 14,28 | 


Mit der Verabreichung einer in bestimmten Grenzen zu haltenden 
größeren Nährstoffquantität im gleichen Volumen wurde erwartet, daß die 
Erscheinung einer schnelleren Substanzproduktion, wie sie sich durch 
Vergrößerung der Oberfläche in Gruppe VIII gezeigt hatte, noch weiter in 
den Vordergrund rücken würde, indem angenommen werden durfte, daß 
dieser Vermehrung der allgemeinen Nährstoffmenge auch eine intensivere 
Weachstumstätigkeit von Anfang an folgen würde. Dies war jedoch nicht 
eingetreten, vielmehr machte sich ein hemmender Einfluß dieser höheren 
Konzentration schon in der Verzögerung des Sporenkeimungsprozesses 
bemerkbar. 

Obwohl nun das Mycelgewicht hinter dem der Gruppe VIII zurück- 
geblieben war, ließ sich ein Unterschied im Phosphorkonsum bei diesem jungen 
Pilzmaterial nicht konstatieren, jedoch zeigte sich der Einfluß der höheren 
Konzentration bei den 9 Tage alten Decken in einer ganz wesentlichen 
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Abweichung ihrer Gewichte voneinander. Die Fähigkeit der Adaption an 
das Nährmedium bzw. der Überwindung wachstumshemmender Stoffwechsel- 
produkte gelangte bei den 9 Tage alten Kulturen, die im einzelnen in der 
Tabelle IX aufgenommen sind, in ganz verschiedenem Maße zur Geltung. 
Analog dem Steigen der Gewichte kommt es hier zur Anhäufung entsprechend 
größerer Säuremengen, wie sich andererseits zeigt, daß sich der prozentische 
Phosphorgehalt der Mycelien um so geringer stellt, je lebhafter die Tendenz 
des Wachstums, der Trockensubstanzproduktion, verfolgt war. Darin, 
daß diese Größen in einem umgekehrt proportionalen Verhältnis zueinander 
stehen, ließe sich auch hier folgern, daß die Schnelligkeit des Wachstums- 
ablaufs für Phosphoransatz und -umsatz die Direktive zu bilden scheint. 

Da die Konzentrationserhöhung uns dem Ziele, gleich im jugendlichen 
Stadium eine möglichst schnelle Entwicklung zu erreichen, nicht in be- 
friedigender Weise näher gebracht hatte, wurde auf das Wachstum als 
Funktion der Oberfläche zurückgegriffen. Demzufolge wurde bei einer anderen 
Versuchsgruppe nur die Oberfläche vergrößert, Volumen und absolute 
Nährstoffmenge aber blieben unverändert (Tabelle X). 


Tabelle X. 
1-Liter-Kolben, 200 Volumen, normale Nährlösung. 











P,O, pro g N pro g 
2 P 5 , 
Alter Gewicht | im MÄ Trocken. N im Mycel en Pat Os Ss 
T : 
sR P Wo m. M de 
Mittel 3 2385 | 30,685 | 12,93 | (59,326 3,146 


3,308 | 14,241 462 | (72,216 
2,683 5,009 1,86 





n 
„219 


Als Kulturkolben dienten hier Jenaer 1-Liter-Kolben, die mit 200 ccm 
der üblichen Ammoniumsulfatnährlösung beschickt waren. Nach der 
Sterilisation und Impfung unter gutem Verteilthalten der Sporen auf der 
großen Oberfläche wurden sie im Thermostaten bei 30 bis 32°C wie sonst 
aufgestellt. 

Am Abend des ersten Tages schon hatte sich bei den meisten Kulturen 
die ganze Oberflächenweite mit einer zusammenhängenden dünnen Decke 
überzogen, die sich in rapider Weiterentwicklung festigte. so daß am Ende 
des dritten Tages rein weiße, sehr reichlich gefältelte Mycelien geerntet 
wurden, die alle darin übereinstimmten, daß keine Spore gebildet worden 
war. Die Mycelunterseite hatte eine geringe gelbe Färbung angenornmen. 

Mit dieser schnell erfolgten Mycelentwicklung zeigte sich nun in Hinsicht 
auf den Phosphorverbrauch eine recht augenfällige Erscheinung. Trotz 
eines doppelt und dreifach so hohen Trockengewichts, wie ee bisher bei 
gleichaltrigem Material früherer Versuchsgruppen kennengelernt wurde, 
findet sich hier relativ nur die Hälfte an Phosphorsäure vor. Die relative 
Verminderung des P,O,-Gehalts, die wir in Begleitung eines beschleunigteren 
Wachstums bei den 9 Tage alten Mycelien der vorigen Gruppe sahen. 
und bei Gruppe VIII im jugendlicheren Stadium angedeutet fanden, ist hier, 
wo die Entwicklungsintensität in noch ausgeprägterem Maße statthatte, 
auch dementsprechend stärker hervorgetreten, wie andererseits eine starke, 
weitere Verminderung auch der absoluten P-Menge im Verlauf des Wachs- 
tumsprozesses bis zum Ende des neunten Tages eingetreten war. Der 
Zucker war vollständig verbraucht, die Mycelien des späteren Stadiums. 
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die sämtlich über der Oberfläche geschlossen, reich gewallt und schnee- 
weiß waren, zeigten bei allen Kulturen übereinstimmend nur ganz ver- 
einzelte Sporenbildung am äußersten Mycelrande. Die große Mycelfläche 
war auffallend steril geblieben. Mycelunterseite und Nährlösung waren 
intensiv gelb gefärbt. 

Neben dem geringeren Vorhandensein phosphorhaltiger Zellsubstanzen 
finden wir auch die stickstoffhaltigen Verbindungen am dritten Tage 
zurückgeblieben, und zwar schien, dies um so mehr zu gelten, je weiter die 
Erzeugung von Trockensubstanz im Vordergrund stand. Wie dieses Element 
beim Aufbau plasmatischer Stoffe jedoch weit weniger vernachlässigt 
wird und sein Konsum auch hier relativ groß bleibt, so unterliegt es bei 
Beschleunigung des Wachstumsprozesses auch hier in geringerem Maße 
als der Phosphor der Ausscheidung, wie die Erweiterung des Verhältnisses 
gegenüber den früheren Zahlen zeigt (Verhältnis P,O,: N = 1: 3,146: 4,816). 

Zur Vervollständigung und Ergänzung der Erscheinungen in dieser 
Kulturreihe wurden nun unter Verwendung gleicher Kolbengröße bei 
neuen Versuchen Volumen, Gesamtnährstoffmenge und Zuckerkonzentration 
variiert, die vor einer Gesamtbetrachtung hier zunächst im einzelnen 
vorweggenommen sein mögen. 


Tabelle XI. ; 
l-Liter-Kolben, 100 Volumen, 5 Proz. Zucker. 


Tee O o oO roia EE 
Alter | Gewicht | im Myvel kreie N im Mycel Salsa Tei S N 


Mittel 3 1,727 a 11,98 | (73,251 | 42,99 3,671 
„n 9 1,583 9,535 | 6,01 | (47,822 | 30,61 5,483 





Diese Kulturreihe hatte nur 100 ccm der normalen Ammoniumsulfat- 
nährlösung (5 Proz. Zucker) bekommen und war im übrigen der Gruppe X 
gleichgestellt. 

Die nach 3 Tagen entwickelten Mycelien zeigten gute und regelmäßige, 
über die ganze Oberfläche geschlossene, eng gefältelte Decken, bei denen die 
schon früher gemachte Beobachtung auffiel, daß seltsamerweise wieder 
keine Spore zur Ausbildung gekommen war. Eine leicht gelbe Verfärbung 
der Deckenunterseite wie eine solche der Kulturflüssigkeit war schon hier 
bei den 3 Tage alten Kulturen anzutreffen. 

Die Regelmäßigkeit des Fortschritts in der Neubildung von Substanz 
in dieser Versuchsgruppe hatte sich auch in der für diese große Oberfläche 
als recht gut zu bezeichnenden Übereinstimmung der einzelnen Trocken- 
gewichte gezeigt, die allerdings absolut hinter denen der Gruppe X um ein 
Wesentliches zurückbleiben mußten. Mit der fast völligen Aufnahme des 
Zuckers (es waren nur mehr Spuren nachzuweisen) hatten diese Mycelien 
bereits am dritten Tage ihr Höchstgewicht mit einem Mittel von 1,727g 
erreicht. 

Ganz unabhängig von der nur halben Nährstoffmenge finden wir den 
relativen Phosphorkonsum in Übereinstimmung mit dem in Tabelle X. 
Was die Veränderung der Höhe der Flüssigkeitsschicht, der Größe der 
Oberfläche, schließlich auch den vermehrten Luftzutritt anbetraf, war 
es wohl von vornherein anzunehmen, daß bei der an sich schon breiten 
Bodenfläche der Versuchsgefäße die Verminderung des Volumens um 
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100 ccm auf die angeführten Faktoren von kaum nennenswertem Einfluß 
sein konnte, so daß auch die Schnelligkeit der Diffusion bei beiden annähernd 
gleich schnell verlaufen mußte. Ganz anders lagen die Verhältnisse bei 
den früheren Versuchsreihen mit 1l4-Liter-Kolben, bei denen die steilere 
Wandung und die viel engere Bodenfläche alle obigen Bedingungen beein- 
flußte und in diesen Gegensätzen die Verschiedenheit in der Schnelligkeit. 
des Wachstumsverlaufs in schärferem Maße veranschaulichte. 

Infolge des bereits am dritten Tage eingetretenen Zuckermangels 
und der Sistierung des Wachstums finden wir die Kulturen von diesem 
Zeitpunkt ab im Zustande der Degeneration. Das Gewicht der Trocken- 
substanz ist mit der Verarbeitung aufgespeicherter Reserven im Laufe der 
nächsten 6 Tage auf 1,583 g im Mittel gefallen, wobei am neunten Tage das 
Aussehen der Mycelien das gleiche war, wie es in Gruppe X vorgelegen 
hatte, alle Decken geschlossen, reich gefältelt, Sporen ganz vereinzelt, 
Mycelunterseite und Kulturflüssigkeit deutlich gelb gefärbt. 

Die bezüglich des Phosphorgehalts gewonnenen Werte ließen erkennen, 
daß von der Degeneration auch die phosphorhaltigen Verbindungen durch 
Zersetzung unter Abscheidung von Phosphorsäure in erheblichem Maße 
getroffen waren. Prozentisch wird nach gleicher Zeit die gleiche Endstufe 
annähernd erreicht, wie sie in der vorherigen Gruppe beobachtet wurde, 
doch ist zu bemerken, daß hier der Verlust am Stickstoff mehr wie in 
Gruppe X hinter dem des Phosphors zurücksteht, was auch aus dem er- 
weiterten Verhältnis von 1: 5,483 hervorgeht. 

Um den Einfluß kennenzulernen, den eine Erhöhung der Zucker- 
konzentration unter sonst gleichen Bedingungen mit Gruppe XI eventuell 
auf den Phosphorstoffwechsel ausüben konnte, wurde eine andere Versuchs- 
reihe dahin abgeändert, daß die 1-Liter-Kolben in den 100 ccm im übrigen 
normaler Ammoniumsulfatlösung 10 Proz. Rohrzucker enthielten. 


Tabelle XII. 
1-Liter-Kolben, 100 Volumen, 10 Proz. Zucker. 











l P,O GO 
Alter | Gewicht im Mycel Ce 
__ Tage | g mg mg o 
Mittel 3 | 2663 , 36,170 ` 13,25 
„ 9 | 2997 , 15819 , 527 


Nach 3 Tagen waren rein weiße dicht gefältelte, prachtvolle Mycelien 
entwickelt, die die große Oberfläche lückenlos überspannten. Sporenbildung 
war auch hier nirgends zu bemerken. Die Mycelunterseite wie die Nähr- 
lösung zeigten geringere Gelbfärbung. 

Wie ohne weiteres aus Tabelle XII ersichtlich, hatte die Erhöhung der 
Zuckermenge nur zur Folge, daß sich die Mycelentwicklung über die Grenze 
hinaus vollziehen konnte, die bei dem vorherigen Versuche durch den 
eingetretenen Zuckermangel gesetzt war, hatte jedoch auf den Phosphor- 
stoffwechsel keinen Einfluß gehabt. Aus der Nährlösung war nach 3 Tagen 
fast die gesamte gegebene Phosphorsäure aufgezehrt; ein größerer Rest, 
der sich in der Nährflüssigkeit einer Kultur mit einem Mvceltrockengewicht 
von 2,825 g vorfand (P.O,-Gehalt der Decke 34,870 mg), konnte bereits 
wieder ausgeschiedene Phosphorsäure sein, wie auch die noch erfolgte 
geringere Zunahme im Trockengewicht im späteren Stadium auf Grund 
einer ja reichlich disponibel werdenden Phosphorsäuremenge, sofern es 
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dieses Element betraf, ermöglicht werden konnte. Die am neunten Tage 
gewonnenen Decken zeigten Übereinstimmung mit denen am dritten Tage. 
Auch hier waren sie steril geblieben; eine recht intensive Gelbfärbung der 
Unterseite wie der Nährlösung war ebenfalls wieder eingetreten, so daß 
im Alter in diesen äußeren Anzeichen die Kulturen aller drei Versuchs- 
gruppen (Tab. X, XI, XII) übereinstimmten. 

Mit der Ausscheidung von Phosphorsäure, die sich am dritten und 
neunten Tage auch hier in starkem Maße vorfindet, wird, im Vergleich 
zu den vorhergegangenen Versuchsreihen, nach gleicher Zeit ebenfalls eine 
annähernd gleiche Endstufe ersichtlich. 

Wenn wir zurückgreifen auf. die beobachtete Regelmäßigkeit in der 
fast gänzlichen Sporenlosigkeit der 1-Liter-Kolbenmycelien, so mögen noch 
einige Betrachtungen über die mögliche Ursache dieser Erscheinung hier 
angeschlossen sein. 

Da wir es bei den vorliegenden Versuchen unter dem Einfluß vermehrten 
Luftzutritts bei größerer : Oberflächenweite mit einer äußerst schnellen 
und reichlichen Produktion an Trockensubstanz zu tun hatten, war es 
naheliegend, daß durch diese Umstände das Auftreten von Faktoren be- 
günstigt wurde. die sich bei dem Prozeß der Sporenbildung ganz besonders 
störend geltend machten. Es wurde daher bei einer Reihe neuangesetzter 
Kulturen der Zweck verfolgt, zu beobachten, ob es durch Veränderung 
des Nährmediums nicht möglich war, doch eine Sporenbildung zu ver- 
anlassen, wenn Kolbengröße, Kulturflüssigkeitsvolumen und damit auch 
die Oberflächenweite dieselben blieben. 

Bei im übrigen normaler Ammoniumsulfatnährlösung wurde zunächst 
die Zuckerkonzentration auf 20 und 30 Proz. erhöht. Zum anderen wurde 
die N-Quelle geändert, indem anstatt Ammoniumsulfat Kaliumnitrat 
gegeben wurde. Drittens wurde unter Fortlassung der Weinsäure in einer 
10 Proz. Zucker enthaltenden Ammoniumsulfatnährlösung durch Zusatz 
von Calciumcarbonat für die Bindung der entstehenden Säure gesorgt. 

Nach 3 Tagen hatte sich bei dem Versuch mit erhöhter Zuckergabe 
ein äußerst üppiges Mycel über der ganzen Oberfläche entwickelt, das 
jedoch bezüglich der Sporenproduktion keinerlei Abweichungen von dem 
ursprünglich gewonnenen Bilde zeigte. Die Decken waren und blieben auch 
in den folgenden Tagen steril. 

In sehr auffälligen Kontrast hierzu stellte sich die Kaliumnitratkultur, 
wo sich bereits nach 3 Tagen auf dem ebenfalls gut zur Entwicklung ge- 
kommenen Myce] eine prachtvolle dichte Sporendecke gebildet hatte. 

Bei den Kalkzusatzkulturen zögerte sich übereinstimmend der Beginn 
der Sporenkeimung länger hin als bei den übrigen; 2 Tage später hatten 
sie aber ebenfalls mit ihrem Mycel die ganze Oberfläche bedeckt und zeigten 
gleichfalls Sporenbildung, die zwar zunächst dünner war als auf Kalium- 
nitrat, späterhin aber dicht und schwarz den Mycelkuchen überzog. 

Es scheint hiernach, daß der beim N-Konsum in der Ammonium- 
sulfatnährlösung frei werdenden Schwefelsäure bzw. der H-Ionen- 
konzentration dieser Säure unter vorliegenden Kulturbedingungen ein 
störender Einfluß auf den Sporenbildungsprozeß zugeschrieben werden 
könnte, denn, wurde ihr schädlicher Einfluß durch Zugabe von Kalk ab- 
gestumpft, so trat Sporenbildung ein, wie das gleiche der Fall war, wenn 
durch Kaliumnitratgabe das Auftreten dieser Säure in bemerkenswerter 
Menge überhaupt umgangen wurde. Da es bekannt ist, daß in Kalium- 
nitratkulturen von Aspergillus recht beträchtliche Mengen an Oxalsäure 
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produziert werden, andererseits beobachtet wurde, daß unter Verwendung 
dieser N-Quelle selbst bei stark gesteigerter Konzentration eine gute Sporen- 
bildung eintrat, so kann dieser Säure an sich eine hemmende Wirkung 
nicht ohne weiteres zugeschrieben werden, sondern es muß eher die freie 
Schwefelsäure die Ursache gewesen sein. 

Wir erkennen hier auch einen Zusammenhang dieser Erscheinung mit 
der schon bekannten intensiven Bildung eines durch Jod sich bläuenden 
löslichen Kohlenhydrats (als lösliche Stärke bezeichnet), das, wie Boas!) 
nachgewiesen hat, in sauren Kulturen besonders intensiv zur Ausbildung 
gelangt und teils frei in die Lösung ausgeschieden, teils in Form starker 
Membranverdickungen abgelagert wird. 

Vielleicht deutet diese Erscheinung noch auf etwas anderes hin. Sie 
trat ja vornehmlich in Kulturen mit großer Oberfläche auf, d. h. solchen, 
bei denen die Zufuhr von Sauerstoff besonders günstig, die Atmung, der 
aerobe Betriebsstoffwechsel also sehr gesteigert war. Wenn es trotzdem 
zu einer solchen Anhäufung von Polysacchariden kommt, so liegt darin 
möglicherweise ein Hinweis darauf, daß der Aufbau und der Abbau von 
Kohlenhydraten viel enger miteinander verknüpft sind, als man das bisher 
weiß; die frei werdende Schwefelsäure würde in den erwähnten Fällen also 
lediglich das Gleichgewicht in der Richtung der Polysaccharidbildung 
verschoben haben. 

Von den gleichen Voraussetzungen ausgehend wie bei den oben be- 
sprochenen 1-Liter-Kolbenversuchen wurden die Wachstumsbedingungen 
nun auch mit 1,-Liter-Kulturgefäßen dahin variiert, daß an Stelle der früheren 
200 ccm nur 100 ccm der normalen Ammoniumsuljatnährlösung gegeben 
wurden, um somit bei verringerter Schichtdicke und vergrößerter Ober- 
fläche des Nährmediums Entwicklungsverlauf und Phosphorstoffwechsel 
zu beobachten. 











Tabelle XIII. 

%-Liter-Kolben, 100 Volumen, normale Nährlösung. 
ame Boca | ROsim | Pa0s prog 
Alter | | Gewicht Mye el en 

Te Io 
Mittel 3 1,654 | 15,377 9,23 
a 9 1,518 | 8,369 5,56 





Die am dritten Tage geernteten Mycelien ließen eine ausgezeichnete 
Entwicklung von sehr guter Regelmäßigkeit bei allen Kulturen erkennen, 
zeigten eine reichliche dichte Fältelung auf der Oberseite, aber keine Sporen- 
bildung. 

Wie aus Tabelle XIII zu ersehen ist, hatte das Wachstum bereits 
am dritten Tage (unter fast völligem Verbrauch des Zuckers) mit einem 
Gewicht von 1,654 g im Mittel das Maximum erreicht. Da die Unterschiede 
bei Variation des Volumens und der Oberfläche weder bei 1-Liter-Kolben 
noch bei den Lo -Liter-Kolben so große waren, wie bei diesen 1,-Liter-Kolben, 
wichen schon in den obigen Feststellungen die vorliegenden Kulturen 
wesentlich von den früheren, bei denen 200 cem Nährlösung gegeben war, 
ab, wie denn infolge einer hier stattgehabten beschleunigteren Entwicklung 
innerhalb der ersten 3 Tage sich weiterhin auch ein stark verringerter Wert 
im Aufbau phosphorhaltiger Verbindungen eingestellt hat. Der Ent- 


1) F. Boas, Beih. z. bot. Centralbl., Abt. I, 86, 135, 1919. 
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wicklungsverlauf dieser Versuchsgruppe zeigt hingegen auf Grund enger 
Verwandtschaft in den bestehenden Wachstumsbedingungen sehr viel 
Übereinstimmendes mit den Resultaten der Tabelle XI. Hier wie dort 
finden wir nach 3 Tagen fast gleiche Mycelgewichte, ist der Zucker fast 
verbraucht, weist der Phosphorkonsum ganz ähnliche Werte auf. Die 
Parallelität, über die Entwicklungsperiode hinaus, im Stadium der De- 
generation mit fast gleichem Absinken des Trockengewichts, der absoluten 
wie der relativen Phosphorsäuremenge läßt erkennen, daß in beiden Fällen 
der den Phosphorstoffwechsel dirigierende Ablauf des Wachstumsprozesses 
in Art und Schnelligkeit ein ähnlicher sein muß. 

Über die vorhergehenden Versuche ließe sich somit folgendes zu- 
sammenfassend sagen: 

Unter äußeren Wachstumsbedingungen, wie wir sie in bezug auf 
Oberflächengröße, vermehrten Luftzutritt, geringe Schichtdicke der 
Kulturflüssigkeit anwandten, hatte sich herausgestellt, daß damit 
eine Handhabe gegeben war, die Entwicklung in Hinsicht auf die 
Produktion größerer Substanzmenge zu beschleunigen, so daß Er- 
scheinungen, die auf diesen Umstand zurückzuführen schon bei den 
,-Liter-Kulturen versucht wurde, bei den 1-Liter-Versuchen infolge 
ausgesprochener Unterschiede obiger Bedingungen auch in ausge- 
prägterer Form zutage getreten waren. Aus den Versuchsergebnissen 
der 1-Liter-Kolbenreihe folgerte sich übereinstimmend, daß hier von 
Aspergillus die Produktion an trockener Pilzmasse in hohem Grade 
und in relativ kurzer Zeit betrieben worden war, indem sich eine doppelt 
und dreifach so große Menge daran feststellen ließ, als bei Kulturen 
früherer Gruppen in derselben Zeit. In den meisten Fällen bei großer 
Oberfläche war schon mit dem dritten Tage der gegebene Zucker fast 
völlig verarbeitet. 

Gegenüber einer solch intensiv verfolgten und im Vordergrunde 
der physiologischen Vorgänge stehenden Tendenz beschleunigten An- 
satzes finden wir andererseits einen stark verringerten, relativen Gehalt 
an Phosphorsäure, der nur die Hälfte und darunter früherer Werte 
junger Pilzsubstanz ausmachte. 

Ein hohes Trockengewicht, das vom Pilz in kürzester Zeit produziert 
wurde, zeigte also immer einen geringeren Gehalt an Phosphorsäure, 
während andererseits festgestellt werden konnte, daß bei Erreichung 
weniger großer Trockensubstanzmenge infolge langsameren Wachstums- 
verlaufs der Verbrauch bzw. die Aufspeicherung an Phosphorsäure 
relativ größer war. 

Die Höhe des Phosphorgehalts, der sich jeweils in den Mycelien 
zu bestimmtem Alter befunden hatte und der uns andeutet, wieviel 
Phosphorsäure im Zellmaterial festgelegt worden ist, würde uns zugleich 
auch das Vorhandensein geringerer oder größerer Mengen phosphor- 
haltiger organischer Verbindungen zu diesem ganz bestimmten Zeitpunkt 
charakterisieren. 
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Während sich nun auf der einen Seite eine starke Aufspeicherung 
vornehmlich kohlehydrathaltigen Zellmaterials geäußert hatte, fand 
sich dem gegenüber die Bildung und Anhäufung dieser phosphorhaltigen 
Verbindungen auffallend vernachlässigt. 

Diese Erscheinung würde uns im Prinzip nichts Neues bringen, 
wenn ein geringerer Prozentsatz an ihnen sich erst im Alter eingestellt 
hätte und mit einer Verminderung ursprünglich größerer Vorräte im 
Laufe der Entwicklung zu erklären wäre. Bei den Versuchen der 1-Liter- 
Kolbenreihe aber finden wir diesen stark reduzierten Gehalt an Phosphor- 
säure übereinstimmend schon im Anfang, bereits im jugendlichen 
Stadium, in der Zeit regster Ansatz- und Wachstumsäußerungen, so 
daß bei den hier gewählten Bedingungen die Erscheinung eines viel 
größeren Trockengewichts innerhalb der gleichen Zeit auf eine Be- 
schleunigung der ganzen Entwicklung hinweist. 


Es besteht demnach ein Abhängigkeitsverhältnis zwischen Phos- 
phorstoffwechsel und der Art und Geschwindigkeit des gesamten 
Entwicklungsprozesses. 


Während bei langsamerem Wachstumsverlauf in früheren Ver- 
suchen beobachtet werden konnte, daß zeitweise relativ recht beträcht- 
liche Mengen an Phosphorsäure im Zellorganismus festgelegt wurden. 
machen wir die Wahrnehmung, daß es hier bei einer derartig beschleu- 
nigten Entwicklung gar nicht zur Bildung relativ größerer Mengen 
phosphorhaltiger organischer Verbindungen kommt. Jedenfalls werden 
davon in den Decken nicht solche in höherem Maße angehäuft, die 
sich durch eine gewisse Stabilität und Unveränderlichkeit auszeichnen. 
Unter dem Einfluß einer so geschwinden Wachstumstendenz ist gleich- 
sam dem Pilz nicht Zeit zur ausgiebigeren Bildung dieser plasmatischen 
Stoffe gelassen worden. 


Verlangsamung oder Beschleunigung, die für Entwicklungsverlauf 
und Stoffumsatz ein wesentliches Charakteristikum darstellen, kommen 
somit auch in dem Vorhandensein größerer oder geringerer Mengen 
organischer Phosphorverbindungen zum Ausdruck. 


Bei dem Ansteigen der Trockensubstanzbilaung im Entwicklungs- 
verlauf früherer Kulturen hatten wir verfolgt, daß mit diesem Umstande 
stets eine Verminderung im relativen Phosphorgehalt der Decken auftrat. 
Zum größten Teil ließ sich als Grund hierfür eine stattgefundene Aus- 
scheidung von Phosphorsäure verantwortlich machen, zum anderen 
wurde aber auch die Möglichkeit in Betracht gezogen, daß die Trocken- 
gewichtszunahme mehr auf Kosten anderer Stoffe, z. B. des Zuckers. 
zur vorwiegenden Membransubstanzbildung unter Vernachlässigung 
des Phosphorverbrauchs erfolgt sein konnte, und wir es hier mit. einem 
Mastprozeß sekundärer Art zu tun hatten, bei dem auch die Fettbildung 
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nicht übersehen werden darf, zumal bekannt ist [schon Nägeli!) und 
Loew?) wiesen darauf hin], daß Pilzzellen, die im jugendlichen Ent- 
wicklungsstadium vorzugsweise aus Albuminaten bestehenden Inhalt 
besitzen, späterhin (neben Cellulose) auch an Fett immer reicher werden. 

Wenn wir nun die Verhältnisse bei den 1-Liter-Kulturen betrachten, 
so hatte sich, wie oben bereits erörtert, im Gegensatz zu einer besonders 
lebhaften Trockensubstanzproduktion bereits im jugendlichen Stadium 
die Anhäufung phosphorhaltiger organischer Verbindungen in geringeren 
Grenzen gehalten. 

Da wir uns unter dem Zellbetriebe des lebendigen Organismus 
die Summe unendlich vieler Einzelleistungen vorzustellen haben, die 
miteinander verkettete, ineinander übergehende und sich gegenseitig 
ergänzende Prozesse darstellen, so ist zu verstehen, daß keiner von 
ihnen fehlen darf, soll die Lebensfunktion, wie sie sich im Zusammen- 
wirken aller dieser Einzelleistungen äußert, in normaler Weise gewähr- 
leistet werden. Ebenso ergibt sich daraus, wie gewagt es ist, diese 
Einzelleistungen voneinander trennen, die Funktion eines einzigen 
lebenswichtigen Elementes aus dem Gesamtverbande herausgreifen zu 
wollen, sie scharf zu umschreiben und nach allen Seiten hin genau 
abzugrenzen. Doch geben die Versuche immerhin einen deutlichen 
Hinweis darauf, daß die Verarbeitung der Phosphorsäure teilweise 
ein Vorgang für sich ist und wenig unmittelbare Beziehungen zur 
sekundären Verarbeitung der Kohlenstoffquelle hat, die ja bei obigen 
Versuchen, vornehmlich bei den schwersten Mycelien, offenbar als 
Anhäufung von Zellwandbestandteilen und auch Fett, bei gleich- 
zeitiger Sistierung der weiteren Phosphorsäureaufnahme, deutlich in 
Erscheinung tritt. Während hingegen in den Jugendstadien eine 
intensive Verarbeitung der Phosphorsäure im Rahmen der gesamten 
Stoffwechselvorgänge, die zur Bildung lebenswichtiger organischer 
P-Verbindungen führen, notwendig zu sein scheint. 

Die Tatsache einer im Laufe der späteren Entwicklung immer 
mehr vorherrschenden und weiter fortschreitenden Phosphorsäure- 
ausscheidung mag noch an dem Befund einiger Mycelien mit besonders 
langer Entwicklungsdauer gezeigt sein. Es handelt sich um vier Kulturen, 
von denen zwei im Anschluß an die %,-Liter-Kolbenversuchsserie 
(Tabelle III) angesetzt wurden, während die anderen zwei Versuche 
mit erhöhter Luftzufuhr bzw. vergrößerter Oberfläche Tabelle X er- 
gänzen und dort am Schluß aufgeführt sind. Die Kulturen, die überein- 
stimmend 200 ccm normaler Ammoniumsulfatnährlösung bekommen 
hatten, standen bei Zimmertemperatur. 


C. v. Nägeli, Erdm. Journ. f. prakt. Chem. 129 (N.F. 21), 97, 1880. 
O. Loew, Liebigs Ann. 198, 322, 1878. 
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Die 1,-Liter-Kolbenmycelien (Tabelle III) besaßen ein Alter von 
1 Jahr und 16 Tagen, waren ganz über die Kulturflüssigkeitsoberfläche 
erstreckt, an den Rändern etwas abwärts gekrempelt, mehr schwammig 
als fest in ihrer Konsistenz, waren unterwärts gelbbraun gefärbt und 
dunkler gefleckt. 

Die 1-Liter-Kolbenversuche (Tabelle X) wurden mit einem Alter 
von 219 Tagen unterbrochen, waren ebenfalls über der Nährlösungs- 
oberfläche lückenlos geschlossen, auf der Oberseite weiß und, wie die 
Decken jüngeren Datums, ohne jede Sporenbildung geblieben. Die 
Mycelunterseite war tief gelb gefärbt, ebenso die Nährlösung, die bei 
allen vier Kulturen von Fremdinfektion frei geblieben war. 

Die Resultate vorliegender Kulturen zeigen nun, daß relative 
und absolute P-Abnahme in den 9 Tage alten Kulturen nicht zum 
Stillstand gekommen war, sondern der P-Gehalt während der Zeit 
fortgesetzter Kulturdauer eine noch weitere Verminderung erfahren 
kann. 

Wie stark die Verminderung aber statthaben kann, veranschaulicht 
sugenfällig die Gegenüberstellung der im jugendlichen Pilzorganismus 
vorhanden gewesenen P,O,-Menge gegenüber der, die prozentisch nur 
mehr in den 219 Tage alten Decken (Tabelle X) gefunden wurde. Es 
zeigt sich, daß nicht alles an phosphorhaltigen Verbindungen in der 
Zelle zersetzt wurde, sondern es blieb ein allerdings geringer Anteil 
daran in den Mycelien erhalten. 

Leider war es bei den 4,-Liter-Kolben unmöglich, die Sporen 
quantitativ von den Decken zu trennen, da beide infolge des aus- 
getretenen Atmungswassers miteinander verklebt waren, um auch hier 
angeben zu können, ein wie großer Anteil des Gesamtphosphorsäure- 
gehalts der Ernte auf den Vegetationskörper des Pilzes entfiel. 
| Abgesehen von der in den Sporen deponierten Phosphorsäure- 
menge, die erhalten geblieben ist, finden sich auch in den Hyphen 
noch phosphorhaltige Anteile vor (sporenlose 1-Liter-Kolbenmycelien). 
Es läßt sich aber ohne weiteres aus den prozentigen Zahlen der Phosphor- 
säure, nämlich 0,523 Proz. bei den sporentragenden 381 Tage alten 
und 0,187 Proz. bei den sporenlosen 219 Tage alten Mycel, ersehen, 
daß tatsächlich der Hauptanteil der erhalten gebliebenen Phosphor- 
säure auf die Sporen entfiel. 


Hier sei kurz auf Untersuchungen von Koch und Reed!) eingegangen, 
die die Art des Vorkommens, die Stabilität und die Wichtigkeit der 
einzelnen im Zellorganismus von Aspergillus niger vorhandenen Phosphor- 
verbindungen zum Gegenstand haben. Die von ihnen angewandte Normal- 
nährlösung setzte sich zusammen aus: 200,0 Wasser, 10,0 Rohrzucker, 
1,0 Kal. phosphat, 0,5 Magns. sulfat und 2,0 Ammoniumnitrat. Wenngleich 


1) W. Koch und H. S. Reed, Journ. of biol. Chem. 8, 48, 1917. 
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aus der Arbeit nicht die Beschaffenheit der geernteten Decken in bezug 
auf Sporenbildung hervorgeht und dadurch die Frage der Lokalisation des. 
Phosphors keine Berücksichtigung finden konnte, auch nicht das Alter der 
Kulturen ersichtlich ist, so sind die Ausführungen der Verfasser trotzdem 
in Verbindung mit den vorhergehenden Erörterungen von Interesse. 
Unter die drei Hauptkategorien der Phosphorverbindungen fällt 
nach ihnen zunächst der Proteinphosphor oder hier der Nucleinphosphor, 
dann der Extraktivphosphor als die wasserlösliche Form dieses Elements, 
und schließlich der Lecithinphosphor, der, wenn auch in sehr geringen 
Mengen, in jedem Falle in abschätzbarer Menge vorhanden war. 
Hiervon entfielen auf den 


Proteinphosphor . . . . . . 29 Proz. 
Extraktivphosphor . . . . . 68 „ 
Leeithinphosphorr . .... 3 „ 


der Gesamtphosphorsäuremenge. 

Der Nucleinphosphor wird als die wichtigste Form des Phosphors für 
den Organismus angesehen, der auf Kosten anderer Verbindungen (mit 
Ausnahme des Lecithins) aufgebaut und selbst im äußersten Hunger- 
zustande nicht vermindert wird‘. Bei einem Mycel, welches sich normal 
entwickeln konnte und nicht unter Phosphorsäuremangel zu leiden hatte, 
stellte sich das Verhältnis von Nuclein zu Extraktivphosphor wie 1:3 
(100: 300). | 

Nächst dem Nucleinphosphor wird bezüglich seiner Wichtigkeit von 
den Autoren der Lecithinphosphor bezeichnet, der jedoch am Aufbau der 
Nucleine wahrscheinlich nicht direkt beteiligt ist. ‚‚In the building up 
of the nucleins however, lecithin probably takes no direct part“, wohl 
aber mittelbar bei der Nucleinbildung eine Rolle spielen kann, ,,... when 
lecithin is broken up in the course of its metabcelism some or all of its 
phosphorus may be built up secondarily into nucleins, merely as a matter 
of economy on the part of the organism.“ 

Die Formen des wasserlöslichen Extraktivphosphors, dessen Ver- 
ringerung im Hungerzustande nachgewiesen wurde, halten Verfasser für 
die Bausteine, mit Hilfe deren allein die anderen aufgebaut werden, da 
sie die Zwischenstufe von Phosphaten zu beständigeren Phosphor- 
verbindungen verkörpern. 

Für unsere Beobachtungen würde dies insofern von Bedeutung sein, 
als es diese labileren Ezxtraktivphosphorverbindungen sind, deren Bildung 
und Verhalten unter dem Einfluß der Verschiedenartigkeit des Entwicklungs- 
verlaufs vornehmlich variieren, und auf deren Vorhandensein in jeweils 
größerer oder geringerer Menge sich auch die Schwankungen im Gesamt- 
phosphorsäuregehalt solcher Decken würden zurückführen lassen. 


V. Versuche mit anderen Pilzen. 


Den Versuchen mit Aspergillus niger schlossen sich nun weitere 
an, um festzustellen, in welchen Grenzen sich bei einigen anderen 
Organismen der Phosphorstoffwechsel bewegte und inwieweit Überein- 
stimmungen mit Aspergillus unter gleichen Wachstumsbedingungen 
bestanden. 


Von weitergehenden Variationen dieser wurde hierbei Abstand ge- 
nommen, so daß sich die Versuchsanstellung nur auf eine Versuchsgruppe, 
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Die 1,-Liter-Kolbenmycelien (Tabelle III) besaßen ein Alter von 
l Jahr und 16 Tagen, waren ganz über die Kulturflüssigkeitsoberfläche 
erstreckt, an den Rändern etwas abwärts gekrempelt, mehr schwammig 
als fest in ihrer Konsistenz, waren unterwärts gelbbraun gefärbt und 
dunkler gefleckt. 

Die 1-Liter-Kolbenversuche (Tabelle X) wurden mit einem Alter 
von 219 Tagen unterbrochen, waren ebenfalls über der Nährlösungs- 
oberfläche lückenlos geschlossen, auf der Oberseite weiß und, wie die 
Decken jüngeren Datums, ohne jede Sporenbildung geblieben. Die 
Mycelunterseite war tief gelb gefärbt, ebenso die Nährlösung, die bei 
allen vier Kulturen von Fremdinfektion frei geblieben war. 

Die Resultate vorliegender Kulturen zeigen nun, daß relative 
und absolute P-Abnahme in den 9 Tage alten Kulturen nicht zum 
Stillstand gekommen war, sondern der P-Gehalt während der Zeit 
fortgesetzter Kulturdauer eine noch weitere Verminderung erfahren 
kann. 

Wie stark die Verminderung aber statthaben kann, veranschaulicht 
augenfällig die Gegenüberstellung der im jugendlichen Pilzorganismus 
vorhanden gewesenen P,O,-Menge gegenüber der, die prozentisch nur 
mehr in den 219 Tage alten Decken (Tabelle X) gefunden wurde. Es 
zeigt sich, daß nicht alles an phosphorhaltigen Verbindungen in der 
Zelle zersetzt wurde, sondern es blieb ein allerdings geringer Anteil 
daran in den Mycelien erhalten. 

Leider war es bei den 13-Liter-Kolben unmöglich, die Sporen 
quantitativ von den Decken zu trennen, da beide infolge des aus- 
getretenen Atmungswassers miteinander verklebt waren, um auch hier 
angeben zu können, ein wie großer Anteil des Gesamtphosphorsäure- 
gehalts der Ernte auf den Vegetationskörper des Pilzes entfiel. 

Abgesehen von der in den Sporen deponierten Phosphorsäure- 
menge, die erhalten geblieben ist, finden sich auch in den Hyphen 
noch phosphorhaltige Anteile vor (sporenlose 1-Liter-Kolbenmycelien). 
Es läßt sich aber ohne weiteres aus den prozentigen Zahlen der Phosphor- 
säure, nämlich 0,523 Proz. bei den sporentragenden 381 Tage alten 
und 0,187 Proz. bei den sporenlosen 219 Tage alten Mycel, ersehen, 
daß tatsächlich der Hauptanteil der erhalten gebliebenen Phosphor- 
säure auf die Sporen entfiel. 


Hier sei kurz auf Untersuchungen von Koch und Reed!) eingegangen, 
die die Art des Vorkommens, die Stabilität und die Wichtigkeit der 
einzelnen im Zellorganismus von Aspergillus niger vorhandenen Phosphor- 
verbindungen zum Gegenstand haben. Die von ihnen angewandte Normal- 
nährlösung setzte sich zusammen aus: 200,0 Wasser, 10,0 Rohrzucker, 
1,0 Kal. phosphat, 0,5 Magns. sulfat und 2,0 Ammoniumnitrat. Wenngleich 


1) W. Koch und H. S. Reed, Journ. of biol. Chem. 8, 48, 1917. 
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aus der Arbeit nicht die Beschaffenheit der geernteten Decken in bezug 
auf Sporenbildung hervorgeht und dadurch die Frage der Lokalisation des: 
Phosphors keine Berücksichtigung finden konnte, auch nicht das Alter der 
Kulturen ersichtlich ist, so sind die Ausführungen der Verfasser trotzdem 
in Verbindung mit den vorhergehenden Erörterungen von Interesse. 

Unter die drei Hauptkategorien der Phosphorverbindungen fällt 
nach ihnen zunächst der Proteinphosphor oder hier der Nucleinphosphor, 
dann der Extraktivphosphor als die wasserlösliche Form dieses Elements, 
und schließlich der Lecithinphosphor, der, wenn auch in sehr geringen 
Mengen, in jedem Falle in abschätzbarer Menge vorhanden war. 

Hiervon entfielen auf den 


Proteinphosphor . . . . . . 29 Proz. 
Extraktivphosphor . . . . . 68 „ 
Leeithinphosphorr . .... 3 „ 


der Gesamtphosphorsäuremenge. 

Der Nucleinphosphor wird als die wichtigste Form des Phosphors für 
den Organismus angesehen, ‚‚der auf Kosten anderer Verbindungen (mit 
Ausnahme des Lecithins) aufgebaut und selbst im äußersten Hunger- 
zustande nicht vermindert wird", Bei einem Mycel, welches sich normal 
entwickeln konnte und nicht unter Phosphorsäuremangel zu leiden hatte, 
stellte sich das Verhältnis von Nuclein zu Extraktivphosphor wie 1:3 
(100: 300). 

Nächst dem Nucleinphosphor wird bezüglich seiner Wichtigkeit von 
den Autoren der Lecithinphosphor bezeichnet, der jedoch am Aufbau der 
Nucleine wahrscheinlich nicht direkt beteiligt ist. ‚In the building up 
of the nucleins however, lecithin probably takes no direct part‘, wohl 
aber mittelbar bei der Nucleinbildung eine Rolle spielen kann, ,,... when 
lecithin is broken up in the course of its metabcelism some or all of its 
phosphorus may be built up secondarily into nucleins, merely as a matter 
of economy on the part of the organism.‘ 

Die Formen des wasserlöslichen Extraktivphosphors, dessen Ver- 
ringerung im Hungerzustande nachgewiesen wurde, halten Verfasser für 
die Bausteine, mit Hilfe deren allein die anderen aufgebaut werden, da 
sie die Zwischenstufe von Phosphaten zu beständigeren Phosphor- 
verbindungen verkörpern. 

Für unsere Beobachtungen würde dies insofern von Bedeutung sein, 
als es diese labileren Extraktivphosphorverbindungen sind, deren Bildung 
und Verhalten unter dem Einfluß der Verschiedenartigkeit des Entwicklungs- 
verlaufs vornehmlich variieren, und auf deren Vorhandensein in jeweils 
größerer oder geringerer Menge sich auch die Schwankungen im Gesamt- 
phosphorsäuregehalt solcher Decken würden zurückführen lassen. 


V. Versuche mit anderen Pilzen. 


Den Versuchen mit Aspergillus niger schlossen sich nun weitere 
an, um festzustellen, in welchen Grenzen sich bei einigen anderen 
Organismen der Phosphorstoffwechsel bewegte und inwieweit Überein- 
stimmungen mit Aspergillus unter gleichen Wachstumsbedingungen 
bestanden. 


Von weitergehenden Variationen dieser wurde hierbei Abstand ge- 
nommen, so daß sich die Versuchsanstellung nur auf eine Versuchsgruppe, 
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Die %,-Liter-Kolbenmycelien (Tabelle III) besaßen ein Alter von 
l Jahr und 16 Tagen, waren ganz über die Kulturflüssigkeitsoberfläche 
erstreckt, an den Rändern etwas abwärts gekrempelt, mehr schwammig 
als fest in ihrer Konsistenz, waren unterwärts gelbbraun gefärbt und 
dunkler gefleckt. 

Die 1-Liter-Kolbenversuche (Tabelle X) wurden mit einem Alter 
von 219 Tagen unterbrochen, waren ebenfalls über der Nährlösungs- 
oberfläche lückenlos geschlossen, auf der Oberseite weiß und, wie die 
Decken jüngeren Datums, ohne jede Sporenbildung geblieben. Die 
Mycelunterseite war tief gelb gefärbt, ebenso die Nährlösung, die bei 
allen vier Kulturen von Fremdinfektion frei geblieben war. 

Die Resultate vorliegender Kulturen zeigen nun, daß relative 
und absolute P-Abnahme in den 9 Tage alten Kulturen nicht zum 
Stillstand gekommen war, sondern der P-Gehalt während der Zeit 
fortgesetzter Kulturdauer eine noch weitere Verminderung erfahren 
kann. 

Wie stark die Verminderung aber statthaben kann, veranschaulicht 
augenfällig die Gegenüberstellung der im jugendlichen Pilzorganismus 
vorhanden gewesenen P,O,-Menge gegenüber der, die prozentisch nur 
mehr in den 219 Tage alten Decken (Tabelle X) gefunden wurde. Es 
zeigt sich, daß nicht alles an phosphorhaltigen Verbindungen in der 
Zelle zersetzt wurde, sondern es blieb ein allerdings geringer Anteil 
daran in den Mycelien erhalten. 

Leider war es bei den 1,-Liter-Kolben unmöglich, die Sporen 
quantitativ von den Decken zu trennen, da beide infolge des aus- 
getretenen Atmungswassers miteinander verklebt waren, um auch hier 
angeben zu können, ein wie großer Anteil des Gesamtphosphorsäure- 
gehalts der Ernte auf den Vegetationskörper des Pilzes entfiel. 

Abgesehen von der in den Sporen deponierten Phosphorsäure- 
menge, die erhalten geblieben ist, finden sich auch in den Hyphen 
noch phosphorhaltige Anteile vor (sporenlose 1-Liter-Kolbenmycelien). 
Es läßt sich aber ohne weiteres aus den prozentigen Zahlen der Phosphor- 
säure, nämlich 0,523 Proz. bei den sporentragenden 381 Tage alten 
und 0,187 Proz. bei den sporenlosen 219 Tage alten Mycel, ersehen, 
daß tatsächlich der Hauptanteil der erhalten gebliebenen Phosphor- 
säure auf die Sporen entfiel. 


Hier sei kurz auf Untersuchungen von Koch und Reed!) eingegangen, 
die die Art des Vorkommens, die Stabilität und die Wichtigkeit der 
einzelnen im Zellorganismus von Aspergillus niger vorhandenen Phosphor- 
verbindungen zum Gegenstand haben. Die von ihnen angewandte Normal- 
nährlösung setzte sich zusammen aus: 200,0 Wasser, 10,0 Rohrzucker, 
1,0 Kal. phosphat, 0,5 Magns. sulfat und 2,0 Ammoniumnitrat. Wenngleich 


1) W. Koch und H. S. Reed, Journ. of biol. Chem. 8, 48, 1917. 
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aus der Arbeit nicht die Beschaffenheit der geernteten Decken in bezug 
auf Sporenbildung hervorgeht und dadurch die Frage der Lokalisation des: 
Phosphors keine Berücksichtigung finden konnte, auch nicht das Alter der 
Kulturen ersichtlich ist, so sind die Ausführungen der Verfasser trotzdem 
in Verbindung mit den vorhergehenden Erörterungen von Interesse. 
Unter die drei Hauptkategorien der Phosphorverbindungen fällt 
nach ihnen zunächst der Proteinphosphor oder hier der Nucleinphosphor, 
dann der Extraktivphosphor als die wasserlösliche Form dieses Elements, 
und schließlich der Lecithinphosphor, der, wenn auch in sehr geringen 
Mengen, in jedem Falle in abschätzbarer Menge vorhanden war. 
Hiervon entfielen auf den 


Proteinphosphor . . . . . . 29 Proz. 
Extraktivphosphor . . . . . 68 „ 
Leeithinphosphor . .... 3 „ 


der Gesamtphosphorsäuremenge. 

Der Nucleinphosphor wird als die wichtigste Form des Phosphors für 
den Organismus angesehen, ‚der auf Kosten anderer Verbindungen (mit 
Ausnahme des Leecithins) aufgebaut und selbst im äußersten Hunger- 
zustande nicht vermindert wird", Bei einem Mycel, welches sich normal 
entwickeln konnte und nicht unter Phosphorsäuremangel zu leiden hatte, 
stellte sich das Verhältnis von Nuclein zu Extraktivphosphor wie 1:3 
(100 : 300). 

Nächst dem Nucleinphosphor wird bezüglich seiner Wichtigkeit von 
den Autoren der Lecithinphosphor bezeichnet, der jedoch am Aufbau der 
Nucleine wahrscheinlich nicht direkt beteiligt ist. ‚In the building up 
of the nucleins however, lecithin probably takes no direct part“, wohl 
aber mittelbar bei der Nucleinbildung eine Rolle spielen kann, ,,... when 
lecithin is broken up in the course of its metabclism some or all of its 
phosphorus may be built up secondarily into nucleins, merely as a matter 
of economy on the part of the organism.‘ 

Die Formen des wasserlöslichen Extraktivphosphors, dessen Ver- 
ringerung im Hungerzustande nachgewiesen wurde, halten Verfasser für 
die Bausteine, mit Hilfe deren allein die anderen aufgebaut werden, da 
sie die Zwischenstufe von Phosphaten zu beständigeren Phosphor- 
verbindungen verkörpern. 

Für unsere Beobachtungen würde dies insofern von Bedeutung sein, 
als es diese labileren Extraktivphosphorverbindungen sind, deren Bildung 
und Verhalten unter dem Einfluß der Verschiedenartigkeit des Entwicklungs- 
verlaufs vornehmlich variieren, und auf deren Vorhandensein in jeweils 
größerer oder geringerer Menge sich auch die Schwankungen im Gesamt- 
phosphorsäuregehalt solcher Decken würden zurückführen lassen. 


V. Versuche mit anderen Pilzen. 


Den Versuchen mit Aspergillus niger schlossen sich nun weitere 
an, um festzustellen, in welchen Grenzen sich bei einigen anderen 
Organismen der Phosphorstoffwechsel bewegte und inwieweit Überein- 
stimmungen mit Aspergillus unter gleichen Wachstumsbedingungen 
bestanden. 


Von weitergehenden Variationen dieser wurde hierbei Abstand ge- 
nommen, so daß sich die Versuchsanstellung nur auf eine Versuchsgruppe, 
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und zwar auf diejenige mit %3,-Liter-Kolben und 200 ccm Nährlösung 
beschränkte. Als Organismen dienten ein Penicilliumstamm WII!). 
Oidium lactis und Dematium pullulans, über deren Wachstum auf der zur 
Anwendung kommenden Nährlösung uns schon die einleitend angeführten 
Vorversuche orientiert hatten. 


Da für diese Pilze das Temperaturoptimum niedriger liegt als bei 
Aspergillus, wir andererseits in Versuchen mit Aspergillus, ebenfalls bei 
Zimmertemperatur gewachsen, eine Vergleichsgruppe besaßen, wurden 
die Kulturen nach erfolgter Sterilisation und Impfung bei Zimmertemperatur 
aufgestellt und die Unterbrechung wieder in einem jüngeren und einem 
älteren Entwicklungsstadium vorgenommen. 


1. Penicillium WII. 

Da es zum Verständnis der späteren Erscheinungen im Phosphor- 
stoffwechsel bei diesem Organismus notwendig erscheint, sei auf den Ent- 
wicklungsverlauf und den Kulturbefund etwas ausfühlicher eingegangen. 

Zunächst war es hier von Interesse, zu sehen, wie auf beiden 
N - Quellen, die mit Ammoniumsulfat und Kaliumnitrat gegeben waren, 
das Wachstum bei allen Kulturen in den ersten Tagen fast überein- 
stimmend verlief, sich dann aber die verschiedenartige Wertigkeit 
der beiden Nährlösungen schon im äußeren Habitus der Mycelien 
bemerkbar machte. Während bereits am fünften Tage die Ammonium- 
sulfatkulturen sichtbar nicht mehr vorwärts kamen, zeigte sich ihre 
ausgesprochene Rückständigkeit gegenüber den Kaliumnitratkulturen 
mit aller Deutlichkeit am sechsten Tage, so daß mit diesem Zeitpunkt 
die Unterbrechung für das erste Stadium vorgenommen wurde. Die 
Ammoniumsulfatkulturen lieferten eine dürftige, dünne Myceldecke, 
ihrer Konsistenz nach jedoch dicht und reichlich mit erbsengroßen 
weißen Körnchen geschrumpfter und bläschenartig aufgetriebener 
Mycelkomplexe durchsetzt, eine Anormalität, die auf den schädlichen 
Einfluß der beim N-Konsum frei gewordenen Schwefelsäure hindeutete. 
Eine Zugabe von Calciumcarbonat zur Neutralisation der Säure wurde 
vermieden, um hierdurch die Kulturbedingungen keine Abänderung 
erfahren zu lassen. 


Die Kaliumnitratkulturen dagegen hatten sich lebhaft weiter ent- 
wickelt und stellten am sechsten Tage üppige, weiße Mycelkuchen 
von beträchtlicher Dicke dar, die jedoch weder hier noch bei den 
Ammoniumsulfatkulturen Sporenbildung zeigten; auch einige andere 
Kulturen, die im Thermostaten bei der Optimaltemperatur von 26°C 
gehalten waren, verhielten sich in dieser Hinsicht nicht anders. 

Bei der Gewinnung dieser jungen Kaliumnitratmycelien fiel neben 
der lockeren, fast schwammigen Beschaffenheit der Decken die dunkel- 
braun gefleckte Unterseite auf, die klebrig schleimig war infolge des 


1) Siehe 8. 376. 
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Anhaftens der in dieser Weise veränderten Kulturflüssigkeit. Die 
Ammoniumsulfatmycelien zeigten weder Verfärbung noch Verschleimung 
der Nährlösung. 

Auch nach der Trocknung zum konstanten Gewicht ließen sich 
die Unterschiede der Decken noch darin feststellen, daß die auf Ammo- 
niumsulfat gewachsenen eine zähe, halb durchscheinende hornartige 
Konsistenz besaßen, während die Nitratdecken denen von Aspergillus 
glichen. 

Mit einem Alter von 60 Tagen (für Kaliumnitrat waren noch 
am achten Tage Kulturen herausgegriffen) wurden dann die beiden 
Versuchsreihen für das spätere Stadium abgebrochen. Die Ammonium- 
sulfatkulturen zeigten im wesentlichen dasselbe kümmerliche und 
geschrumpfte Äußere wie die jüngeren. Sporen waren, wie auch bei 
den Kaliumnitratkulturen, nicht ausgebildet, die Decken der letzteren 
aber massig und dick mit mehr oder minder starker rotbrauner Fleckung 
auf der Unterseite und enormer Verschleimung der ganzen Kultur- 
flüssigkeit. 






























Tabelle XV. 
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EEE. ZEN IR 
Mittel Ammoniumsulfat | 0,643 | 19,083 | 29,64 3,35 | 7,98 
60 | 0,853 , 22,851 | 26,90 . 4,40 ' 7,00 
„  Kaliumnitret . .! o, 0789 | 12,234 | 16,91 | 0,98 : 7.66 
i Sg ae 8 | 1,188 | 18936 ` Lon | — I > 
S 60: 1093 1599 | 1457 01 , 0 


Trotzdem, wie bemerkt, schon nach 6 Tagen bei den Kaliumnitrat- 
kulturen eine wesentlich bessere Entwicklung bestand und hier eine in 
viel größerem Umfange geerntete rohe Pilzmasse vorlag, zeigte sich 
(Tabelle XV) bei der Feststellung der absoluten Trockensubstanz, daß sich 
die Gewichte von denen der Ammoniumsulfatreihe auffallend unwesentlich 
unterschieden, wie man auch bei den 60 Tage alten Nitratkulturen auf Grund 
der äußerlich sehr starken Entwicklung ein Vielfaches der tatsächlich 
resultierten Werte hätte erwarten sollen. 

Im Aeciditätsgrad tritt uns bei Ammoniumsulfat gleich im Anfang 
eine relativ nur geringe Anhäufung der Säure entgegen, die sich analog der 
schwachen Wachstumsäußerung auch späterhin nur noch wenig vermehrt 
hat, die aber in ihrer geringfügigen Menge erkennen läßt, wie empfindlich 
Penicillium der hier frei gewordenen Schwefelsäure gegenüber ist, und welch 
geringer Konzentration es nur bedarf, um eine tiefgreifende Störung des 
Wachstums auszulösen. 

Die individuell geringere Neigung des Pilzes zur Säureproduktion, 
sofern sie in Gestalt organischer Säuren als Produkt unvollkommener 
Oxydation in Betracht kommt, tritt bei den Kaliumnitratkulturen sowohl 
in dem niedrigen Säuregrad der Jugend, wie auch im späteren Stadium 
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darin hervor, daß eine fast neutrale Reaktion der Nährlösung festgestellt 
wurde. Es würde hierin eine ausgesprochene Gegensätzlichkeit zu Aspergillus 
bestehen, der neben einem viel weitgehenderen Säurebildungsvermögen, 
besonders auf Kaliumnitrat und Rohrzucker, mit einer wesentlich größeren 
Resistenzfähigkeit gegenüber der Schwefelsäure ausgestattet ist. Auch 
die Mittelzahlen der Zuckerwerte liefern einen Beitrag für die Erkennung 
der bestandenen, unterschiedlich physiologischen Leistungen, wie z. B. bei 
den 60 Tage alten Nitratkulturen, wo der Umsatz dieses Nährstoffs den 
Prozeß der Schleimbildung begleitete. 


Außer in den vorerwähnten Punkten charakterisiert sich nun das 
verschiedenartige Verhalten unseres Pilzes auf den beiden Nährlösungen 
weiter im Phosphorsäurehaushalt. 

Es fallen die beiden wesentlichen Tatsachen sofort ins Auge; 
einmal, daß dort, wo das schlechtere Fortkommen für den Organismus 
bestand, eine größere Phosphorsäuremenge im Mycel festgelegt wurde 
als da, wo sich der Pilz unter günstigeren Verhältnissen entwickeln 
konnte, zum anderen, daß der in jüngeren Decken bestimmte P-Gehalt 
bei beiden N-Quellen im Laufe der späteren Kulturzeit kaum herunter- 
ging, sondern bis zum 60. Tage fast unverändert auf derselben Stufe 
erhalten geblieben ist. 


In der Erklärung dieser Erscheinungen wäre zunächst auf das viel 
dichter angelegte Mycel aufmerksam zu machen, welches der Pilz im Gegen- 
satz zu Kaliumnitrat auf Ammoniumsulfat gebildet hatte. Beim Fort- 
wachsen in dem sich recht bald und für den Organismus in empfindlichem 
Maße ansäuernden Medium würde die Decke aus einem Netz enger ver- 
strickter, reich verzweigter, kurzzelliger Hyphen hervorgegangen sein. 
Mit der Vernachlässigung der Produktion, größerer Membranmasse hatte 
dafür der Zellinhalt bei geringerem Flüssigkeitsgehalt eine intensivere 
Ausgestaltung erfahren, so daß auf das geringere Trockengewicht eine 
relativ größere Menge von Zellinhalt entfiel, womit eine vermehrte Ver- 
arbeitung von Phosphorsäure zum Ausdruck kam. 

Bei den Kaliumnitratkulturen würden für den geringeren Phosphor- 
gehalt die entgegengesetzten Gründe anzuführen sein, indem das Hyphen- 
gewebe hier aus diekwandigen, wasserreichen (zellsaftreichen), locker mit- 
einander verflochtenen Fäden bestand, die in ihrer Gesamtheit die voluminöse 
Konsistenz der geernteten, bei der Trocknung auffallend zusammen- 
schrumpfenden Mycelkuchen bedingte. Wenn wir hier trotz höherer Ernte- 
gewichte auch für den absoluten P,O,-Gehalt des jungen Pilzmaterials 
niedrigere Werte erhalten als bei Ammoniumsulfat, so beruht das einmal 
auf den oben erwähnten allgemein abweichenden Verhältnissen, von denen 
das Hyphenwachstum typisch beeinflußt wurde, zum anderen darauf, 
daß der Aufbau organischer P-Verbindungen stabilerer Art, ganz ähnlich 
wie bei Aspergillus vernachlässigt wird, wenn wie hier bei Penicillium auf 
Kaliumnitrat eine größere Neigung zur Membransubstanzbildung besteht. 

Bei zunehmendem Alter und noch fortschreitender Entwicklung 
erhält sich der prozentische Phosphorsäurewert fast auf der gleichen Stufe, 
weil bei der Anlage neuer Zellen eine Zusammensetzung in derselben Weise 
wie die der ersten erfolgt, und das Verhältnis Phosphorsäure zur Trocken- 
substanz nur unbedeutend gestört wird, da auch dem früher angelegten 
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Zellenmaterial diese Zusammensetzung im wesentlichen erhalten ge- 
blieben ist. 


Im späteren Phosphorhaushalt liegt hierin im Vergleich zu Asper- 
gillus eine Abweichung. Denn im Laufe der Weiterentwicklung, und 
damit würde die zweite oben erwähnte Tatsache berührt, war auch 
bei Ammoniumsulfat ein nennenswerter Abbau der ursprünglich 
formierten organischen P-Verbindungen nicht eingetreten. Weshalb 
Penicillium seine Phosphorverbindungen später nicht oder nur so 
unwesentlich abbaut, im Gegensatz zu Aspergillus, können wir nicht 
ohne weiteres erkennen, da wir über die Physiologie dieser Organismen 
in dieser Hinsicht noch zu wenig unterrichtet sind. Vielleicht wäre 
hier die größere Enzymarmut von Penicillium in Frage zu ziehen, die 
den Pilz weniger in die Lage versetzt, den Stoffabbau in dem Umfange 
durchzuführen, wie dies von Aspergillus bekannt ist. 


Daß hier ein Ähnliches, wie es für den Phosphor erkannt wurde, 
auch für den Stoffwechsel des Stickstoffs gilt, ergibt sich daraus, daß 
das Verhältnis P,O,: N während der 60tägigen Kulturdauer sich nur 
ganz unwesentlich von 1:2,710 auf 1: 2,881 verschoben hatte. 


Die im Alter immer mehr um sich greifende Verschleimung der 
Nitratkulturen beeinflußt die Phosphorreserven nicht, ebensowenig wie 
der Phosphor überhaupt für diesen Prozeß eine Rolle spielt, der hier 
als ein extrazellulär verlaufender Vorgang zu betrachten ist. 


2. Oidium lactis. 


In der Zusammensetzung der normalen Grundnährlösung bestand für 
den dritten Pilz, Oidium lactis, eine gewisse Unzulänglichkeit, die in den 
orientierenden Vorversuchen bei kleinerem Nährlösungsvolumen und Ver- 
wendung von 100-ccm-Kölbchen weniger zutage getreten war. Wegen der 
Erweiterung der Vergleiche wurde diese aber trotzdem beibehalten und 
Ammoniumsulfat in der üblichen Konzentration als N-Quelle gegeben, da 
auf Kaliumnitrat keinerlei Wachstum erfolgt war. Die Unterbrechung 
wurde für das jüngere Wachstumsstadium am neunten Tage vorgenommen, 
wo teils mehr, teils weniger gut zusammenhängende dünne, weiße, häutige 
Decken geerntet wurden. Für das spätere Stadium wurden die restlichen 
Kulturen am 55. Tage geerntet, deren Befund im großen und ganzen der 
nämliche war, nur zeigte sich, daß die Mycelien hier mit stecknadelkopf- 
großen Körnchen durchsetzt waren, in dieser Struktur viel Ähnlichkeit 
zeigend mit den Ammoniumsulfatdecken von Penicillium. Daß Oidium 
lactis infolge Mangels eines invertierenden Enzyms Rohrzucker nicht als 
N-Gabe verwerten könne, wurde früher bereits berücksichtigt. Für ein 
trotzdem erfolgtes Wachstum wurde als naheliegend angenommen, daß, 
abgesehen von der auch noch als C-Quelle in Frage kommenden Weinsäure, 
eine Inversion des Rohrzuckers auf Grund des normal sauren Charakters 
der Nährlösung wie auch durch die beim N-Konsum frei werdende Schwefel- 
säure zustande kommen konnte, womit in der Lävulose eine bessere C- Quelle 
geschaffen wäre. 
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Tabelle XVI. 
m - - = EE 
| P3 Oe F ws S ` 
N-Quelle l Mycel 5 GER Myvel Fe Zucker 
Tage m | mg 


Mittel Ammoniumsulfat | d 


= l | 55 


e mg 
0,485 | 10,313 21,36 | (29,577 |69,98| 3,87 | 8,78 
0,586 ,12,617| 21,25 | (35,192 |61,00| 3,9 | 8.51 





Aus den Resultaten der Tabelle XVI geht nun hervor, daß ein 
Verbrauch an Zucker tatsächlich stattgefunden hatte, die Entwicklung 
kam jedoch unter dem hemmenden Einfluß der H-Ionenkonzentration 
der H,SO, bald zum Stillstand, welche gleichwie für Penicillium auch 
für Oidium lactis bereits in recht geringer Höhe nicht nur wachstums- 
sistierend, sondern auch formverändernd auf die Hyphenzellen ein- 
wirkte, obwohl doch sonst unser Pilz, seinem natürlichen Standort 
entsprechend, einem organisch sauren Nährboden (alte Milch) sehr 
wohl angepaßt ist und hier viel höhere Konzentrationen zu ertragen 
vermag. 

Auch in der Physiologie des Phosphors zeigte unter den vorliegenden 
Versuchsbedingungen Oidium lactis ein ganz ähnliches Verhalten wie 
Penicillium. Während der absolute P-Gehalt analog den Trocken- 
gewichten im Alter sich noch um ein geringes erhöht hatte, war das 
prozentische Verhältnis zwischen Phosphorsäure und Trockensubstanz 
am 55. Tage noch das gleiche geblieben wie am neunten Tage. 

In der noch erfolgten Zunahme des Deckengewichts (das Mittel 
von 0,586 ergab sich aus acht Parallelkulturen) hatten wir also auch 
bei diesem Pilz eine Neuanlage von Zellen zu erblicken, die in ihrem 
Aufbau den ursprünglichen vollständig gleichgestellt war; eine Ab- 
spaltung von Phosphorsäure war nicht eingetreten. 

Obwohl Oidium lactis ein ausgeprägteres proteolytisches Vermögen 
besitzt als Aspergillus und Penicillium (Hefewassergelatine wurde 
von Oidium lactis verflüssigt, und zwar ziemlich stark, Aspergillus 
und Penicillium dagegen verflüssigten während der gleichen Kulturzeit 
die Gelatine nicht), besteht vielleicht auch für diesen Pilz die Möglichkeit, 
daß am Erhaltenbleiben der organischen P-Verbindungen doch eine 
Enzymarmut gewisser Art beteiligt ist, zumal als sehr wahrscheinlich 
angenommen werden darf [schon /wanoff!) wies darauf hin], daß das 
proteolytische Enzym z. B. nicht identisch ist mit dem, welches als 
Nuclease bezeichnet, die Nucleinsäure des Nucleoproteids spaltet. 

Die auffallende Konstanz in den Größen für den prozentischen 
Phosphorsäuregehalt gab Anlaß zu der Frage, wie unter den gegebenen 
Umständen das Stickstoffschicksal gestaltet war. Es stellte sich heraus, 


1) L. Iwanoff, Zeitschr. f. physiol. Chem. 89, 31, 1903. 
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daß der Verbrauch an Ammoniak-N bei diesem Organismus ein un- 
gewöhnlich hoher war; es wurden bezogen auf die gebildete Trocken- 
substanz 6 Proz. Stickstoff, im Mittel gefunden, und es zeigte sich, 
daß dieser hohe relative Wert auch im Alter wie bei der Phosphorsäure 
unverändert geblieben war. Das Verhältnis P,O,:N stellte sich im 
jugendlichen Stadium auf 1:2,808, im Alter auf 1:2,875. Mit dem 
höheren Stickstoffgehalt geht also kein höherer Phosphorgehalt parallel ; 
als Ursache könnte eine vermehrte Bildung spezifischer P-freier Eiweiß- 
stoffe hier vorliegen, es könnte auch mehr Chitin als Membransubstanz 
gebildet sein; doch läßt sich dieses im einzelnen nicht erkennen. 


3. Demaltium pullulans. 

Während sich auf Ammoniumsulfat für Oidium und Penicillium 
unter Berücksichtigung der übrigen hier obwaltenden Versuchsbedin- 
gungen eine starke Wachstumsbeeinträchtigung ergeben hatte, lernen 
wir für Dematium pullulans, welches für eine weitere Versuchsreihe 
benutzt wurde, darin eine N-Quelle kennen, welche diesem Organismus 
die bekannte und für ihn typische Entwicklungsmöglichkeit gestattete. 

Schon am ersten Tage nach der Impfung machte sich das Wachstum 
bemerkbar, nicht in Gestalt erster Anlagen einer Deckenbildung, wie 
es bei den Organismen bisher der Fall war, sondern vielmehr unter- 
getaucht, indem sich zunächst am Boden der Kulturgefäße weißgraue 
Mycelflöckchen heranbildeten, die im Verlauf der beiden nächsten 
Tage die innere Glaswandung in wolligen Schleimklumpen dicht ge- 
drängt besetzten. Erst am vierten Tage zeigte sich das Wachstum mehr 
an die Kulturflüssigkeitsoberfläche verlegt, womit sich dann eine sehr 
schnelle Weiterentwicklung dieser Mycelkomplexe sowohl in den Umfang 
wie auch in die Tiefe des Nährmediums einleitete. 

Am fünften Tage trat in grünlichgelber, auch schwarzer Ver- 
färbung einzelner unregelmäßig kreisförmiger Stellen die erste Gemmen- 
bildung in Erscheinung. Bildeten sich zunächst schlanke und farblose 
Hyphenzellen des Mycels aus, so trat bei Luftzutritt, im vorliegenden 
Falle also mit dem fünften Tage, mehr die kurze, bauchig aufgetriebene 
Form obiger starkwandiger Dauerzellen hervor, deren äußere Zellhaut- 
schichten intensiv verquellen, und deren Membran Träger der auffallen- 
den Verfärbung ist. Die Verschleimung der Zellhaut, wie auch der Ton 
der Verfärbung soll nicht nur beeinflußt sein durch bestimmte Zucker- 
arten, sondern auch durch die N-Quellen, wie dies auch bei den orien- 
tierenden Vorversuchen zum Ausdruck kam. 

Da das Wachstum am neunten Tage bei der Mehrzahl der Kulturen 
zur Bildung einer auf der Oberfläche zusammenhängenden Myceldecke 
vorgeschritten war, wurden an diesem Tage die ersten Proben für 
das jüngere Entwicklungsstadium geerntet. 
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Die Werte für die Trockengewichte der einzelnen Parallelkulturen 
waren entsprechend dem überall gleichmäßig erfolgten Wachstum 
von sehr guter Übereinstimmung, wenn auch in bezug auf die vor- 
handen gewesene Nährstoffquantität und die auch sonst hier günstig 
liegenden allgemeinen Wachstumsbedingungen die gebildete Trocken- 
substanz mit 0,244 g im Mittel (s. Tabelle XVII) relativ gering aus- 
gefallen war. 

Dementsprechend hatte sich auch der Phosphorkonsum bei diesem 
jungen Pilzmaterial in niedrigen Grenzen gehalten, jedoch ist aus 
dem prozentischen Verhältnis zur Trockensubstanz ersichtlich, daß 
der Verbrauch an Phosphorsäure, ebenso wie dies auch vom Stickstoff 
zu gelten hatte, sich ganz übereinstimmend mit dem von Aspergillus, 
unter gleichen Bedingungen gezogen, verhielt. 

Während also der Aufbau phosphorhaltiger, organischer Ver- 
bindungen im Vergleich zur Gesamtsubstanzmasse bei Dematium im 
jugendlichen Stadium in durchaus normaler Weise erfolgt war, blieb 
abzuwarten, wie sich bei der Art der Weiterentwicklung dies Verhältnis 
der beiden Größen im Alter verschieben würde. 

Die daraufhin am 54. Tage unterbrochenen Kulturen hatten sämtlich 
eine noch recht beträchtliche Zunahme erfahren. Das reichlich schwarze 
und grünlichgelbe Gemmenkomplexe aufweisende stark verschleimte 
Mycel stellte in der charakteristischen Wachstumsform dieses Pilzes eine 
einzige gallertige, quallenartige Masse dar, die das ganze Nährsubstrat 
durchsetzte. 

In welchem Umfange während dieses späteren Entwicklungsprozesses 
die Verschleimung vorhertschend gewesen war, mag der Umstand beleuchten, 
daß beispielsweise die Mycelschleimmasse einer Kultur, die nach dem 
54. Tage ein Trockengewicht von 0,915g ergab, ursprünglich, d.h. gut 
zwischen Filtrierpapier abgetrocknet, ein Rohgewicht von 10,299 g be- 


sessen hatte. 

Was das Säurebildungsvermögen anbelangt, so tritt unter vor- 
liegenden Versuchsverhältnissen ein solches für Dematium kaum 
hervor, wie andererseits eine größere Anpassungsfähigkeit und Resistenz 
gegenüber der H,SO, zu bestehen scheint. 

Mit dem Steigen der Trockengewichte auf 0,952 g, im Mittel war 
auch der Verbrauch an Phosphorsäure noch gestiegen, welcher hier 
etwas über das Doppelte der im jungen Pilzmaterial vorhanden ge- 
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wesenen Menge ausmachte, ein Zeichen dafür, daß die Gewichts- 
vermehrung zu einem Teil auf einer stattgefundenen Neuanlage von 
Zellen fußte, wobei auch neue Mengen Phosphorsäure Verwendung 
gefunden hatten. 


Während jedoch der absolute Phosphorsäuregehalt nur etwa um 
das Zweifache stieg, zeigte demgegenüber die Trockensubstanz eine 
fast vierfache Zunahme. Die Proportionalität zwischen Gesamternte 
und Phosphorverbindungen, wie sie im Jugendstadium vorgelegen 
hatte, war im Laufe der späteren Kulturperiode auf Kosten über- 
wiegend gebildeter P-freier Zellanteile verschoben, ein Umstand, der 
in der äußerst stark vorgeschrittenen Verschleimung der Membran 
begründet lag, wie vielleicht auch zu gewissem Anteil in der vermehrten 
Fettproduktion, die bei Dematium mit Ausbildung der Gemmen einher- 
schreitet, welche besonders reich an Fett sind [v. Skerst!)]. 


Ganz ähnlich dem Verhalten von Aspergillus vollzieht sich auch 
bei Dematium während der Periode einer lebhaft verfolgten Tendenz 
der Membranausgestaltung — hier spezifisch schleimiger Membran- 
veränderung — ein Absinken der relativen Phosphorsäuremenge unter 
gleichzeitiger gesteigerter Inanspruchnahme der Kohlenstoffquelle. 
Dieses deutet darauf hin, daß einmal der Aufbau vorzüglich kohlen- 
hydrathaltigen Zellmaterials im Vordergrunde steht, zum anderen auch, 
daß die Verschleimung ein Prozeß ist, bei dessen Abwicklung der 
Phosphorsäure keine direkte Funktion zufällt. 


Dem Phosphor analog verhält sich auch hier der Stickstoff, der 
sich in gleicher Weise unter dem Gesichtswinkel der Verschleimung 
relativ stark verminderte, so daß auch ihm bei diesem Vorgang eine 
unmittelbare Mitwirkung nicht zuzumessen ist. (Verhältnis P,O,:N 
— 1:1,943 bei 9 Tagen und 1: 1,995 bei 54 Tagen.) 


Schließlich sei nochmals auf den Gegensatz zwischen Aspergillus 
mit sehr intensiver und den drei anderen Pilzen mit nicht erkennbarer 
Phosphorsäureausscheidung hingewiesen. Es besteht dabei noch die 
Möglichkeit, daß diese drei Pilze zwar ihre älteren Hyphen degenerieren, 
aber befähigt sind, immer wieder die so frei werdende Phosphorsäure 
in neu angelegten Hyphen bzw. Sporen oder Gemmen festzulegen, so 
daß im Endergebnis eine Phosphorsäureausscheidung nicht erkennbar ist. 
Auch konnte der Phosphor alter degenerierender Zellen ohne vorherige 
Ausscheidung direkt in neu angelegte Teile übergehen. Wie es sich 
damit verhält, kann nicht gesagt werden. Immerhin würde auch dann 
eine stärkere Fähigkeit von Aspergillus zur Selbstverdauung als das 
Wahrscheinlichste in Frage kommen. 

1) v. Skerst, Wochenschr. f. Brauereiw. 15, 354, 1898. 
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Vi. Zusammenfassung. 


Die bei vorstehenden Untersuchungen erhaltenen Ergebnisse seien 
hier nochmals kurz zusammengefaßt: 

Die Phosphorsäureaufnahme von Aspergillus niger ist zu Beginn 
der Entwicklung besonders lebhaft, der prozentische Gehalt des jugend- 
lichen Mycels hoch. Die absolute Phosphorsäureaufnahme und ihre 
Verarbeitung steigt bis zu einem Maximum, auf dem sie sich eine Zeitlang 
hält. Hierauf setzen — um so intensiver, je schneller die durch äu Bere 
Verhältnisse bedingte Entwicklung verläuft — Abbauvorgänge ein, 
die wieder zu einer absoluten Phosphorsäureabnahme infolge einer 
Ausscheidung anorganischer Phosphorsäure führen, so daß auch der 
prozentische Gehalt schließlich auf einen sehr niedrigen Wert sinkt. 

Die Höhe der absoluten Phosphorsäureaufnahme und auch des 
prozentischen Phosphorgehalts hängen ebenfalls von zum Teil äußeren 
Umständen ab. Unter äußeren Bedingungen, die, wie z. B. bei einer 
durch große Oberfläche gesteigerten Luftzufuhr bei Gegenwart von 
Ammoniumsulfat (starke Schwefelsäurebildung), zu einer besonders 
großen Trockensubstanzproduktion (Zellwandkohlenhydrate und Fett ?) 
führen, bleiben absolute und relative Phosphorsäuregehalte gering, doch 
tritt auch hier die Ausscheidung und sehr wahrscheinlich zu einem 
früheren Zeitpunkt als unter normalen Verhältnissen ein. 

Andererseits wird der relative Phosphorgehalt durch Variation 
der gegebenen Phosphorsäuremengen kaum verändert, trotz starker 
Beeinflussung der Trockensubstanzproduktion, wobei dann natürlich 
die absolute Phosphorsäureaufnahme sich entsprechend ändert. Auch 
bei Änderung der Stickstoffgabe fand sich die gleiche Erscheinung mit 
Ausnahme stark einseitig gesteigerter Nitrat-Stickstoffgaben, wodurch 
neben dem absoluten auch der relative Phosphorgehalt erheblich stieg. 

Zur Sporenbildung wird nicht indiesem Zeitpunkt erst aufgenommene 
Phosphorsäure verwendet, sondern die bereits in das Innere der Zelle 
aufgenommene; die Phosphorsäure wird in diesem Augenblick des 
Verbrauchs innerhalb der Zellen an den Ort des Verbrauchs trans- 
portiert. Ganz alte Mycelien zeigen bei Vorhandensein von Sporen 
noch erheblich höheren Phosphorgehalt als sporenlos gebliebene; der 
nicht bei der Sporenbildung verbrauchte Phosphor unterliegt der 
Ausscheidung in besonders hohem Maße. 

Im Gegensatz zu Aspergillus niger läßt sich bei Oidium lactis, 
Penicillium WII und Dematium pullulans keine Ausscheidung von 
Phosphorsäure auch bei älteren Mycelien erkennen. Der absolute 
Phosphorgehalt steigt bzw. bleibt bis zum Schluß unverändert, ebenso 
der relative Phosphorgehalt bei Oidium und Penicillium, während er 
bei Dematium infolge weiterer starker Trockensubstanzzunahme (Ver- 
schleimung) bei absolutem Steigen relativ sinkt. Der Grund für die 
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hier nicht erkennbare Phosphorsäureausscheidung ist nicht ohne 
weiteres ersichtlich; hingewiesen sei aber auf den besonders großen 
Reichtum von Aspergillus an den verschiedensten Enzymen, wodurch 
eine besondere Fähigkeit von Aspergillus zur Selbstzersetzung erklärlich 
werden könnte. Jedenfalls kann, da Penicillium keine Sporen bildete, 
der Grund nicht in einer Festlegung der Phosphorsäure in den 
Sporen sein. 

Der Stickstoff verhält sich in allen Fällen dem Phosphor analog, 
nur daß er in weniger starkem Maße der Ausscheidung unterworfen ist; 
das Verhältnis P:N erweitert sich zugunsten des Stickstoffs, woraus 
hervorgeht, daß kein konstantes Verhältnis zwischen diesen beiden 
Elementen besteht, dieses vielmehr je nach den äußeren Bedingungen 
verschieden ist. | 

Die außerordentlich starke Trockensubstanzerzeugung bei großer 
Oberfläche, also unter Verhältnissen, die für den aeroben Betriebs- 
stoffwechsel besonders günstig sind, scheinen darauf hinzudeuten, daß 
zwischen Aufbau und Abbau mehr unmittelbare Beziehungen bestehen, 
als das bisher bekannt ist. 





Experimentelle Untersuchungen 
über die Kohlenstoffausscheidung durch den Harn in der Norm, 
bei der Avitaminose, der Unterernährung und dem Hunger. 


Zugleich ein Beitrag zur Energetik im menschlichen und tierischen Körper. 


Von 
Kan-ichi Schimizu (Osaka). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des pathologischen Instituts 
der Universität Berlin.) 


(Eingegangen am 21. Oktober 1924.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


In seiner Arbeit über das Wesen der Avitaminose, in der die ge- 
samte Stoffwechselstörung bei dieser Krankheit dargestellt ist, kommt 
A. Bickel (1) zu dem Schluß, daß bei der Aufstellung der Gesamtbilanz 
des Stoffwechsels nach dem gegenwärtigen Stande der Forschung noch 
eine wesentliche Lücke klaffe: Es sei angesichts der Tatsache, daß 
bei der Avitaminose die N-freien kohlenstoffhaltigen Verbindungen im 
Körper in gesteigertem Umfange umgesetzt werden, aber die Kohlen- 
säureausscheidung durch die Lungen nicht in entsprechender Weise 
gesteigert gefunden wird, nicht klar, wo der abgebaute Kohlenstoff 
bleibe, da ja gleichzeitig auch das Körpergewicht bei dieser Krankheit 
&abnehme; und es sei unverständlich, wie die Abnahme im Luftsauerstoff- 
verbrauch bei dieser Krankheit in Einklang gebracht werden könne 
mit der faktischen Steigerung des Gesamtumsatzes. Er kommt daher 
zu dem Schluß, daß entweder die restierende Körpermasse kohlen- 
stoffreicher werden müsse, wogegen allerdings eine gelegentliche Beob- 
achtung von Abderhalden (2) spreche, oder daß, was er für das Wahr- 
scheinlichste hält, durch den Harn kohlenstoffhaltige Verbindungen 
bei dieser Krankheit in vermehrter Menge zur Ausscheidung gelangten. 
Bickel meint, daß hier die Forschung erneut einzusetzen habe, wenn 
das Rätsel der avitaminösen Stoffwechselstörung gelöst werden solle. 
Dieser Aufgabe habe ich mich auf Veranlassung von Herrn Prof. Bickel 
unterzogen und das Verhalten des Harnkohlenstoffs bei der Avritaminos 
untersucht. 

Es hatte im hiesigen Laboratorium Rubino diese Arbeit früher 
schon in Angriff genommen; er war aber wegen seiner Abreise von 
Europa nicht über einige methodische Vorversuche hinausgekommen. 
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Das Verhalten des Harnkohlenstoffs bei Krankheiten ist wohl 
heute noch eines der am wenigsten studierten Kapitel in der patho- 
logischen Physiologie und der inneren Medizin. Das rührt wohl nicht, 
zum letzten daher, daß die Methodik der Elementaranalyse des Kohlen- 
stoffs im Harn sehr viel Zeit beansprucht, und daß man bindende 
Schlüsse natürlich nur bei exakt durchgeführten Stoffwechselversuchen 
erhält. Ferner genügt es nicht, den Kohlenstoff allein zu bestimmen, 
sondern es muß auch der Gesamtstickstoff im Harn und Kot mit 
analysiert werden. 

Da die Avitaminose, wie aus der Arbeit von Bickel hervorgeht, 
häufig vergesellschaftet ist mit einer Resorptionsstörung, ohne daß 
diese Resorptionsstörung etwa eine notwendige Begleiterscheinung der 
Avitaminose ist, da ihr Zustandekommen nur von der zufälligen Lokali- 
sation der avitaminösen Gewebsschädigung im Magen-Darmkanal 
abhängt, war es erforderlich, auch die Zustände der Unterernährung 
und des Hungers mit in den Bereich der Untersuchung zu ziehen. 

Nach den Ausführungen von Neuberg (3) gehört der C im Harn 
zwei Gruppen von Substanzen an, N-freien und N-haltigen. Uns inter- 
essieren hier die N-freien Kohlenstoffverbindungen, denn nur sie können 
in Beziehung zur Oxydation der Fette und Kohlehydrate stehen. Wir 
denken dabei vor allem an die Glykuronsäure, die Milchsäure; von den 
flüchtigen Fettsäuren wissen wir durch die Arbeit von Morinaka (4) 
aus dem hiesigen Laboratorium, daß sie bei der Avitaminose nicht im 
Harn vermehrt sind. Ebenso wissen wir aus den Beobachtungen von 
Händel (6) aus unserem Laboratorium, daß die Acetonkörper, die 
ß-Oxybuttersäure bei der Avitaminose nicht vermehrt sind, und. daß 
keine Ketonurie, keine Azidosis besteht. Ich habe vorläufig die Frage 
nach dem quantitativen Vorkommen einzelner N-freier Kohlenstoff- 
verbindungen im Harn ganz beiseite gelassen und mich nur mit dem 
Gesamtkohlenstoff und seinem Verhältnis zum Stickstoff beschäftigt. 
Denn bevor man an diese spezielle Frage heranging, schien es mir er- 
forderlich, zuerst einmal auf die allgemeine Frage Antwort zu suchen, 
wie überhaupt die gesamte Kohlenstoffausscheidung im Harn sich bei 
der Avitaminose verhalte. 

Zur Physiologie der C-Ausscheidung durch den Harn ist folgendes 
zu bemerken. Bei gleichmäßiger Ernährung hat der Quotient C/N 
einen konstanten Wert. Er beträgt beim Hunde, der mit ausgelaugtem 
Fleisch gefüttert wird, nach Frank und Tromsdorf (6) 0,48; das ist 
eine Zahl, die dem G/N-Werte im Harnstoff von 0,43 sehr nahe steht. 
Bei Kohlehydrat-Fettkost wurde nach Rubner (7) die Zahl 0,72 gefunden. 
Meissl (8) stellte am Schweine fest, daß um so mehr C im Harn aus- 
geschieden wurde, je größer in der Nahrung der Gehalt an Kohle- 
hydraten war. Man ersieht aus alledem, daß, je mehr Kohlehydrat 
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zur Zersetzung kommt, und je geringer der Stickstoffumsatz ist, der 
Quotient um so höher ansteigt. Man kann aber nach alledem bei gleicher 
Nahrung von einem C-Gleichgewicht des Körpers sprechen, genau so 
wie man von einem N-Gleichgewicht redet. Die bei der Oxydation 
der Fette, Kohlehydrate und des Eiweißes frei werdenden N-freien 
C-Verbindungen werden also schon in der Norm nicht durchgängig 
bis zur CO, verbrannt und mit der Atmung ausgeschieden, sondern 
ein Teil dieser C-Verbindungen erscheint im Harn als ‚dysoxydabler 
Kohlenstoff“, wie Spiro (9) ihn genannt hat. Er entfällt, wie schon 
gesagt wurde, teils auf N-haltige Substanzen (Purine, Kreatinin, 
Oxyproteinsäuren), wie auch auf N-freie Körper, nämlich gepaarte 
Glykuronsäuren und andere mehr. Daß die N-freien Komponenten 
des dysoxydablen Kohlenstoffs vorzüglich der Fett- und Kohlehydrat- 
zersetzung und vor allem der letzteren entstammen (Meissl), kann als 
sicher angenommen werden. Nach diesen Stoffen müssen wir bei der 
Untersuchung des Avitaminoseproblems vor allem fahnden. 

Angenommen, es würde, was ja nach den obigen Darlegungen 
durchaus wahrscheinlich ist, bei einer Vermehrung der Fett- und Kohle- 
hydratzufuhr eine Steigerung des Quotienten schon durch eine ver- 
mehrte C-Ausscheidung zustande kommen, so müßte das gleiche auf- 
treten, wenn bei gleicher Ernährung aus irgendwelchen Gründen ein 
vermehrter Fett- und Kohlehydratumsatz im Körper Platz griffe; 
und es müßte in diesem Falle der dysoxydable C im Harn noch um a 
mehr vermehrt sein, wenn gleichzeitig aus irgendwelchen Gründen die 
Oxydation des Fettes und der Kohlehydrate, also die CO,-Produktion 
vermindert wäre. Es würde dann der bei der Fett- und Kohlehydrat- 
umsetzung auftretende C anstatt in der Form der GO, durch die Lungen 
in Form dysoxydabler N-freier Kohlenstoffverbindungen durch den Harn 
eliminiert werden. Es würde dann die Umsatzvermehrung der Fette 
und Kohlehydrate bei verminderter Oxydation und verminderter 
CO,-Ausscheidung und unverändertem prozentigen C-Gehalt des 
Protoplasmas vollauf erklärt werden können. 

In der Tat liegen nun auch schon Beobachtungen vor, daß unter 
gewissen besonderen Bedingungen, bei denen Zustände eintreten. 
die auf der Grenze zwischen Physiologischem und Pathologischem 
stehen, Änderungen im Quotienten C/N vorkommen. So sah Spiro (9) 
bei Temperaturveränderungen, namentlich nach Abkühlungen, Schwan- 
kungen im Quotienten auftreten. 

Zuntz, Loewy. Müller und Caspari (10) beobachteten als Wirkung 
des Hochgebirgsklimas eine Steigerung des kalorischen Quotienten im 
Harn WE/N (Wärmemenge, welche der Harn pro Gramm N enthält). 
Diese Steigerung des kalorischen Quotienten kann gewiß durch eine 
Vermehrung des Harns an N-freiem dysoxydablen C zustande kommen. 
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Es trägt aber sicher, wie Loewy nachwies, bei der Hochgebirgsklima- 
wirkung vor allem ein größerer Gehalt des Harns an Aminosäuren 
dazu bei, die als niedrigere Oxydationsstufen des Eiweißes einen 
größeren C-Gehalt haben. Ich bemerke hier schon, daß bei der durch 
keine Resorptionsstörung komplizierten Avitaminose nach den Ver- 
suchen von Yoshiue (ll) in unserem Laboratorium Aminosäuren für 
eine Steigerung des Quotienten nicht in Frage kommen, da, abgesehen 
von der prämortalen Periode, der prozentige Anteil der Aminosäuren 
am gesamten Harn-N, ja sogar die absoluten Werte für. die Amino- 
säuren durch die Avitaminose nicht geändert werden (Versuche 6 und 7 
von Yoshiue). 


I. Das Verhalten des Quotienten C/N beim Hunger. 


Benedict (12) fand, daß in einer siebentägigen Hungerperiode der 
Quotient von 0,67 auf 1,12 anstieg. Andere Autoren haben verschiedene 
Resultate bei ihren Versuchen erhalten, bald eine Steigerung, bald 
keine Änderung gesehen [Literatur s. bei Blumenthal (19)]. Ich fand 
in meinem Versuch 1, bei dem 
ich einen Hund bis zum Tode 
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im Harn eingetragen sind. 

Aus dieser Kurve geht her- 
vor, daß in den ersten beiden 
Analysenabschnitten, in denen 
sowohl der Harn-N wie auch der 
Harn-C abnehmen, die Steigerung 
des Quotienten durch die stärkere 0 0— u F V E ZA 
Abnahme des Harn-N im Ver- SJechstoge Perioden 
gleich zum Harn-C zustande Abb. 1. Kurve zu Versuch 1. 

: In der Pfeilrichtung: Durchschnittswerte nach 
kommt. In dem dritten und 6tägiger Normalfütterung. Rechts von dem Pfeil: 
vierten Abschnitt aber vermindert Hungerperiode. 
sich die Kohlenstoffausscheidung erheblicher, während die N-Aus- 
scheidung ungefähr auf der alten Höhe bleibt. Dadurch sinkt der 
Quotient wieder etwas. In dem fünften Abschnitt aber steigt die 
N-Ausscheidung rapide, die C-Ausscheidung nur zögernd an. Es ist 
offenbar das N-freie Körpermaterial weitgehend aufgebraucht, und das 
Eiweiß wird nun verstärkt eingeschmolzen. Der Quotient sinkt 
darum weiter und erreicht wieder seinen Normalwert von der Vor- 
periode. In den letzten Tagen vor dem Tode, nämlich in der sechsten 
Periode endlich nimmt die Eiweißzersetzung und damit die N-Aus- 
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scheidung einen noch größeren Umfang an, während die C- Ausscheidung 
offenbar nur sehr wenig noch wachsen kann. Der Quotient C/N erfährt 
darum eine gewaltige Erniedrigung, d. h. er wird stark subnormal. 


Ergebnis. 


Beim absoluten Hunger steigt der Quotient C/N zuerst an, um 
dann allmählich bis tief unter die Norm abzusinken. Der Anstieg fällt 
in die Zeit, in der N-freie Stoffe zum Umsatz dem Körper noch reichlich 
zur Verfügung stehen. Der Abfall jedoch fällt in die Periode, in der 
im Körper vor allem Eiweißbestände angegriffen werden. 

Die Steigerung des Quotienten beruht auf einer relativ zum N 
vermehrten Ausscheidung von C. Erstens kann das beim Hunger 
beruhen auf einer Vermehrung der Aminosäureausscheidung, wie sie 
die Untersuchungen von Freund (17) und Brugsch (18) uns als charak- 
teristisch hierbei kennengelehrt haben. Eine Vermehrung der Purin- 
körper (Harnsäure plus Nucleinbasen) findet im Hunger in der ersten 
Zeit nicht statt, sondern deren Ausscheidung vermindert sich im Gegen- 
teil progressiv mit dem fortschreitenden Hunger und nimmt im Ver- 
hältnis zur Harnstoffausscheidung jedenfalls nicht zu, sondern eher ab. 
Ein vermehrtes Auftreten von Purinkörpern kann also beim Hunger 
nicht als Ursache für die Quotientänderung in Frage kommen. Zweitens 
kann die relativ vermehrte C-Ausscheidung im Hunger beruhen auf 
einer Vermehrung N-freier C-Verbindungen, die von den N-freien 
Spaltprodukten des Eiweißes oder vom Fett- und Kohlehydratumsatz 
zu stammen vermögen. Da nun Lüthge (19) im Hungerharn eine ver- 
mehrte Oxalsäuremenge gefunden hat, die möglicher Weise über die 
Glykuronsäure hin zum Fett- und Kohlehydratstoffwechsel führt 
[P. Mayer (21)], da ferner der Hungerharn Aceton, Acetessigsäure und 
Oxybuttersäure enthält, also Substanzen, die zweifellos, wenn auch 
vielleicht nicht ausschließlich mit dem Fettstoffwechsel in Verbindung 
stehen, so werden wir mit der Annahme nicht fehlgehen, daß die 
Steigerung in der C-Ausscheidung durch den Harn im Hunger neben 
den unvollkommen oxydierten N-haltigen Eiweißabkömmlingen vor 
allem auf unvollkommen oxydierten Spaltprodukten der Fette beruht, 
so weit diese beim Hunde überhaupt zur Ausscheidung durch den 
Harn gelangen. 

Wenn wir nun weiter beobachten, daß in der prämortalen Hunger- 
periode des hochgradig gesteigerten N-Zerfalls mit der N-Ausscheidung 
auch die C-Ausscheidung, wenn auch in geringerem Umfange, in die 
Höhe geht, werden wir zu erwägen haben, ob das nicht auf einen Zerfall 
N-freien Materials auch noch in dieser Periode hinweist, da ja F. N. 
Schulz (13) bei Inanitionsversuchen feststellte, daß auch in der Periode 
der größten Eiweißzersetzung der Körper noch über Fett verfügt. 
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Er meint daher, daß für diesen Eiweißzerfall nicht Fettmangel, sondern 
eine andere Ursache (Autointoxikation) maßgebend sei. Es kann sich 
aber natürlich auch um gesteigerten Zerfall N-freier Eiweißkomplexe 
handeln bei der C-Vermehrung im Harn. 


Il. Das Verhalten des Quotienten C/N bei der Unterernährung. 


Ich habe diesen Versuch 2 so angeordnet, daß ich einem Hunde 
zunächst eine auf sein Körpergewicht berechnete, kalorisch-suffiziente, 
aus Eiweiß, Fett und Kohlehydraten bestehende Nahrung gab. Das 
Körpergewicht zeigte in dieser ersten sechstägigen Periode unter 
Schwankungen eine leichte Tendenz zur Zunahme. In dieser ganzen 
Periode betrug die Gesamt-N-Ausscheidung im Harn 21,74g, die 
gesamte C-Ausscheidung im Harn 14,71g. Die durchschnittliche 
N-Bilanz war + 0,48g, der Quotient 0,6766. 

Vom 7. bis 18. Tage bekam der Hund dann mit der Nahrung 
5g Eiweiß weniger. Dementsprechend ging die N-Ausscheidung im 
Harn vom 7. bis 12. Tage auf 8 08 
18,30 g zurück, die C-Ausscheidung 
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selben Werte stehen, den es in 
der vorhergehenden Periode erreicht 7 I E F 
hatte. Die Ausnutzung der Nahrung Sechstoge Perioden 

im Darm war etwa so, wie in den Abb. 2. Kurve zu Versuch 2. 
ersten 6 Tagen des Versuchs. Die N-Ausscheidung im Harn betrug 
19,04 g, die C-Ausscheidung 13,21, die N-Bilanz + 0,22 g, der Quotient 
0,6941 in dieser Periode. 

Aus diesen Beobachtungen ergibt sich, daß ein kleiner Eiweiß- 
entzug aus der Nahrung, der die N-Ausscheidung im Harn herabgehen 
und die N-Bilanz schwächer positiv werden läßt, auch die C-Aus- 
scheidung im Harn vermindert. Das ist ja auch einleuchtend, weil 
mit dem weniger resorbierten und umgesetzten Eiweiß auch weniger 
dysoxydabler C, soweit er aus dem Eiweiß stammt, gebildet wird. 
Würde nun nur so viel C weniger ausgeschieden, als es dem N-Defizit 
bei dem Eiweißentzug entspricht, würde dabei aber dieselbe Menge C 
aus Fett und Kohlehydrat zur Ausscheidung kommen, die in derjenigen 
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Periode ausgeschieden wurde, in der noch die größere Eiweißmenge 
verabreicht wurde, dann müßte der Quotient in die Höhe gehen. 

In der Zeit vom 7. bis 12. Tage, in der das Körpergewicht trotz 
des Eiweißdefizits infolge besserer Ausnutzung der Nahrung noch 
zunahm, senkte sich aber der Quotient leicht. Also muß in dieser 
Periode trotz des Eiweißdefizits weniger Fett und Kohlehydrat um- 
gesetzt worden sein, wofür ja auch die Körpergewichtszunahme in 
dieser Periode und die leicht verminderte C-Ausscheidung im Harn 
spricht. Das prozentige Verhältnis der einzelnen N-haltigen Kom- 
ponenten des Harn-N muß ebenfalls normal gewesen sein. C-reichere 
N-Verbindungen können kaum vermehrt aufgetreten sein, anderenfalls 
hätte der Quotient steigen statt fallen müssen. 

Als sich nun vom 13. Tage an das Körpergewicht bei einer Nahrungs- 
ausnutzung wie in der Zeit vom 1. bis 6. Tage auf einen bestimmten 
Wert genau eingestellt hatte, und mit der deutlich schwächer positiv 
werdenden N-Bilanz die N-Ausscheidung im Harn etwas zunahm., 
nahm auch die C-Ausscheidung zu, aber sie nahm doch stärker zu, als 
es der N-Ausscheidung entsprach, denn der Quotient C/N ging in die 
Höhe. Es muß also in dieser Periode Fett und Kohlehydrat stärker 
umgesetzt worden sein als in der voraufgehenden. Das geht auch 
aus dem Stillstand des Körpergewichts hervor, das in der vorauf- 
gehenden Periode mit dem geringeren Umsatz an N-freiem Material 
leicht zugenommen hatte. 

Die Vermehrung der C-Ausscheidung könnte allerdings auch 
darauf beruhen. daß unvollkommen oxydierte N-haltige Kohlenstoff- 
verbindungen, z. B. Aminosäuren oder andere C-reichere N-Ver- 
bindungen, in größerer Menge ausgeschieden wurden. Indessen ist 
nicht ersichtlich, warum bei gleichbleibendem Körpergewicht und 
immer noch positiver N-Bilanz bei einem im übrigen normalen Tiere 
eine solche Verschiebung in den N-haltigen Harnkomponenten auf- 
treten sollte. Sie ist auch nie unter solchen Verhältnissen beim normalen 
Körper beobachtet worden. Es ist also wahrscheinlicher, daß das 
Kohlenstoffplus im Harn in dieser Periode von einer größeren Fett- 
und Kohlehvdratzersetzung herrührt. 

Das Ergebnis aller dieser Beobachtungen läßt sich dahin zusammen- 
fassen, daß eine leichte Einschränkung in der N-Zufuhr nur dann zu 
einer in bezug auf den Harn-N relativen Vermehrung des Harn-C führt. 
wenn die gesamte Nahrungszufuhr und -resorption derart. ist, daß 
das Körpergewicht konstant bleibt. Nimmt das Körpergewicht trotz 
der Nahrungseinschränkung noch weiter zu, so wird diese Harn-G-Menge 
geringer. Nimmt es aber ab, so wird sie wahrscheinlich ausweislich 
des Hungerversuchs 1 im Abschnitt I noch größer als bei konstantem 
Gewicht. 
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Eine Herabsetzung im N-Umsatz, also auch eine Herabsetzung in 
der Eiweißresorption, muß aber immer bei sonst gleichbleibendem 
Umsatz der N-freien Substanzen zu einer Steigerung des Quotienten 
führen. 

Als ich nunmehr vom 19. Tage an bei meinem Hunde die Kohle- 
hydratzufuhr um 10g einschränkte, als also nunmehr der Hund, auf 
sein damaliges Gewicht berechnet, tatsächlich unterernährt wurde, 
und das Körpergewicht anfing zu sinken, wurde die N- und C-Aus- 
scheidung im Harn erhöht, der Quotient ging herauf, es bestand fast 
genaues N-Gleichgewicht, denn die N-Bilanz war +0,001 im Durch- 
schnitt der Zeit vom 19. bis 24. Tage. Das Kohlehydratdefizit in der 
Nahrung wurde ersetzt durch einen stärkeren Umsatz an N-freiem 
und N-haltigem Material (Nahrung plus Körpersubstanz).. Da der 
Quotient trotz Vermehrung der N-Ausfuhr durch den Harn anstieg, 
mußte vor allem Fett und Kohlehydrat mehr verbraucht worden sein, 
wenn nicht, was bei dem N-Gleichgewicht kaum anzunehmen ist, 
eine abnorme Verteilung der N-haltigen C-Verbindungen im Harn 
Platz gegriffen hatte. | 

Bei einer durch Kohlehydratmangel erzeugten Unterernährung 
wird also zunächst genau wie beim absoluten Hunger mehr N-freies 
Material umgesetzt als N-haltiges, bei gesteigertem Umsatz von beiden. 

In der nun folgenden Woche aber wurde bei unveränderter Nahrung 
N deutlich gespart, und zwar so kräftig, daß die N-Bilanz stärker 
positiv wurde. Das Körpergewicht blieb unverändert. Die Kohlenstoff- 
ausscheidung nahm auch ab. Der Quotient C/N erreichte wieder seinen 
Normalwert. Es hatte sich also der Körper durch Gewichtsabnahme 
auf die veränderten Bedingungen der Ernährung eingestellt und war 
wieder hinsichtlich des Verhältnisses der N- und C-Ausscheidung. 
wenn auch beide absolut vermindert waren, normal geworden. 

Leider trat jetzt bei dem Hunde aus unbekannter Ursache ein 
Magen-Darmkatarrh auf. Es kam zu einer Resorptionsstörung, zu 
Körpergewichtsabfall, zu vermehrter N- und C-Ausscheidung, der 
Quotient stieg an, es wurde also mehr C als N ausgeschieden. Da der 
Hund auch einen pathologischen Allgemeinzustand aufwies, ist diese 
Periode nicht für die Entscheidung der Frage zu benutzen, wie eine 
durch rein lokale Ursachen bedingte Resorptionsstörung auf den 
Quotienten und die N- und C-Ausscheidung im Harn wirken. 


Ergebnis. 

Bei mäßiger Unterernährung durch Einschränkung der Kohle- 
hydrate in der Nahrung steigt der Quotient so lange leicht an, bis der 
Körper durch Gewichtsverminderung sich auf das verminderte Nahrungs- 
quantum eingestellt hat. Dann wird der Quotient wieder normal. 
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Diese Steigerung des Quotienten beruht vor allem auf einer Vermehrung 
der C-Ausscheidung durch den Harn, hinter der die gleichfalls auf- 
tretende Vermehrung der N-Ausscheidung zurückbleibt. Es handelt 
sich bei der ganzen Erscheinung wahrscheinlich um eine vorüber- 
gehende, überkompensatorische Reaktion des Körpers auf die plötzliche 
Nahrungseinschränkung, auf die der Körper wahrscheinlich mit einem 
vorübergehenden gesteigerten Umsatz N-freien Materials antwortet. 

Bei mäßiger Unterernährung durch Einschränkung des Eiweißes 
in einer den Bedarf etwas überschreitenden Nahrung wird zunächst 
weniger C im Harn ausgeschieden, und zwar absolut wie auch relativ 
zum N. Der Quotient sinkt. Das deutet darauf hin, daß der Umsatz 
der N-freien Verbindungen wegen des Eiweißmangels zunächst ebenfalls 
eingeschränkt wird. Bei langem Bestehen des Eiweißmangels steigt 
aber dann die C-Ausscheidung an, was für gesteigerten Umsatz N-freien 
Materials spricht, da für die Annahme einer unvollkommenen Oxydation 
des an N gebundenen C kein Anhaltspunkt vorliegt. Darum geht also 
bei einer kleinen Eiweißeinschränkung bei einer den Bedarf etwas 
überschreitenden Nahrung zunächst der Quotient herab, um dann 
wieder anzusteigen. 


III. Das Verhalten des Quotienten C/N bei der Avitaminose. 


Wenn man das Verhalten des Quotienten C/N bei der reinen 
avitaminösen Stoffwechselstörung beobachten will, dann kann man 
nur solche Versuche oder solche Abschnitte aus einzelnen Versuchen 
verwenden, bei denen die Avitaminose nicht kompliziert durch Re- 
sorptionsstörungen ist. Sobald Resorptionsstörungen auftreten, muß 
durch die hierdurch bedingte Unterernährung die N- und C-Ausscheidung 
durch den Harn und damit der Quotient beeinflußt werden. Daß die 
Resorptionsstörung keine notwendige Begleiterscheinung der Avita- 
minose ist, wurde von Bickel (l) und seinen Mitarbeitern bewiesen. 

Bei meinem ersten Avitaminoseversuch (Versuch 3) war in den 
ersten 20 Tagen der Avitaminose die Resorption im Darm tadellos, 
ja eher etwas besser als in der Vorperiode mit vitaminhaltiger Nahrung. 
Das zeigte sich an dem gleichbleibenden N-Gehalt des Kotes, wie an 
der leichten Verminderung der Gesamtkotmenge. In der zweiten 
Dekade der Avitaminose wurde die N-Bilanz, die vorher positiv gewesen 
war, negativ. Die N- und C-Ausscheidung im Harn war vermehrt 
und der Quotient stieg an von 0,62 auf 0,65. Es muß also im Verhältnis 
zum N mehr C ausgeschieden worden sein. Das zeigt, daß die Avita- 
minose auch bei tadelloser Nahrungsresorption zu einer stärkeren Ver- 
mehrung des dysoxydablen C im Harn führt, als es der Norm entspricht. 

Im Zustand der Avitaminose bei gleichzeitig tadelloser Nahrungs- 
resorption fehlt jede Azidosis, sind die Aminosäuren im Harn nach 
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Yoshiue (11) nicht vermehrt. In den ersten Wochen der Avitaminose 
zeigt aber auch der Harnsäure- und Allantoingehalt des Harns nach 
Adachi und Yoshiue (11) keine nennenswerte Veränderung. Es treten 
höchstens Verschiebungen in dem gegenseitigen Verhältnis von Harn- 
säure zu Allantoin auf. Alles das zeigt an, daß die Vermehrung des 
Harnkohlenstoffs in den 
ersten Wochen der Avita- 
minose bei tadelloser 
Nahrungsresorption nicht 
beruhen kann auf einer 
unvollkommenen Oxy- 
dation von N-haltigen 
Kohlenstoffverbindungen, 
denn der ganze N-Stoff- 
wechsel verläuft hier bei 
quantitativer Steigerung 
qualitativ normal ab, 
sondern ihren Grund 
haben muß in einer 
größeren Zersetzung N- 
freien Materials oder in 
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minderte sich, ebenso der Harn-C nach einer vorübergehenden weiteren 
Steigerung. Der Quotient stieg weiter stark an. 

Da im Falle der Resorptionsstörung bei der Avitaminose nach 
Yoshiue (11) Aminosäuren im Harn in größerer Menge erscheinen, 
kann ihr größerer C-Gehalt auch zur Vermehrung des Harn-C und 
zur Steigerung des Quotienten mit beitragen. Es wird also, wenn die 
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Avitaminose sich mit einer Resorptionsstörung verbindet, auch das 
Eiweiß mangelhaft oxydiert, wie wir es auch beim absoluten Hunger 
ohne Avitaminose sahen. Ein avitaminöses, infolge einer leichten Re- 
sorpttionsstörung nur ganz wenig unterernährtes Tier verhält sich also 
wie ein stark hungerndes Normaltier in bezug auf die Aminosäure- 
ausscheidung ım Harn. 

Bei der durch leichte oder schwere Unterernährung komplizierten 
Avitaminose werden also der absoluten C-Vermehrung im Harn zwei 
Ursachen zugrunde liegen: 1. Die 
Ausscheidung mangelhaft oxy- 
dierter N-haltiger C-Verbindun- 
gen, 2. die Ausscheidung mangel- 
haft oxydierter N-freier C-Ver- 
bindungen; der stärkeren Steige- 
rung des Quotienten werden aber 
diese beiden Ursachen, und 
außerdem die absolut vermin- 
derte N-Ausscheidung bei einer 
relativ zu ihr weniger vermin- 
derten Total-C-Ausscheidung zu- 
grunde liegen. 

An diese Periode der mit 
Unterernährung komplizierten 
Avitaminose habe ich in dem vor- 
liegenden Versuch eine Periode 
angeschlossen, inderichdenHund 
vollständigem Hunger unter- 
warf. Nunmehr wurde innerhalb 
5 Tagen die N- und C-Aus- 
scheidung stark eingeschränkt, 
aber erstere weit mehr alsletztere, 
so daß der Quotient gewaltig an- 
stieg. Als ich dann das Tier 
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Daß eine etwas vollkommenere Nahrungsresorption an sich bei 
unverändertem Nahrungsgemisch den Quotienten in die Höhe treiben 
sollte, dafür haben wir keinen Anhaltspunkt. In dem vorliegenden 
Falle führte diese bessere Ausnutzung der Nahrung sogar trotz ihrer 
Vitaminfreiheit noch zu einer Steigerung des Körpergewichts, aber 
die N-Bilanz wurde dennoch schwächer positiv, als sie in der Vorperiode 
bei der etwas schlechteren Ausnutzung der Nahrung gewesen war. 
Das beweist im Verein mit den absolut gesteigerten Harn-N- und 
C-Mengen, daß an sich ein verstärkter Umsatz im Körper mit dem 
Eintritt der Vitaminfreiheit der Nahrung Platz gegriffen hatte, der 
aber wegen der besseren Nahrungsausnutzung doch noch eine leichte 
Körpergewichtszunahme gestattete. Der Verbrauch war also absolut 
gesteigert, bei der besseren Nahrungsausnutzung aber doch noch nicht 
so gesteigert, daß er diese in jeder Beziehung überkompensiert hätte. 
Nur N wurde weniger angesetzt; denn die N-Bilanz wurde schwächer 
positiv. Fett und Kohlehydrat mußten daher noch angesetzt worden 
sein. Wenn trotzdem der Quotient anstieg, so konnte das bei dem 
qualitativ normal verlaufenden, aber quantitativ gesteigerten N-Stoff- 
wechsel nur geschehen, wenn im Verhältnis zum N mehr dysoxydabler 
C im Harn erschien, der aus N-freien Verbindungen, sei es den N-freien 
Eiweißkomplexen oder den Fetten oder den Kohlehydraten stammte. 

In den zweiten 10 Tagen der Avitaminose war bei fallendem 
Körpergewicht die Resorption etwas schlechter, auch ein wenig 
schlechter als in der Vorperiode. Die N-Bilanz war stärker negativ 
geworden. Die Steigerung in der N- und C-Ausscheidung und die Er- 
höhung des Quotienten nahmen weiter zu. 

In den dritten 10 Tagen der Avitaminose war bei weiter fallendem 
Körpergewicht und etwas verminderter negativer N-Bilanz die Re 
sorption so gut wie in der Vorperiode. Die N- und C-Ausscheidung 
gingen ein wenig zurück, aber der Quotient stieg weiter an. Die C-Aus- 
scheidung hatte also relativ zum N stärker zugenommen. 

In der vierten und fünften Dekade stellte sich eine leichte Re- 
sorptionsstörung ein. Die N-Ausscheidung nahm aber trotzdem all- 
mählich zu, in größerem Umfange noch die C-Ausscheidung. Der 
Quotient stieg stark an. Die N-Bilanz blieb darum negativ, das Körper- 
gewicht sank. Am 55. Tage der Avitaminose starb der Hund an dieser 
Krankheit. Der Quotient blieb hoch bis zum Tode. 

Es zeigt also dieser zweite Avitamıinoseversuch, daß bei der durch 
keine Resorptionsstörung komplizierten Avilaminose, ja daß sogar bei 
der Avitaminose, noch bevor die Körpergewichtsverminderung sich zeigt, 
der Quotient ansteigt bei vermehrter N- und C-Ausscheidung im Harn, 
und daß auch bei einer Besserung der Resorption nach einer vorüber- 
gehenden Verschlechterung der Quotient weiter in die Höhe geht, also daß 


436 K. Schimizu: 


immer mehr C ausgeschieden wird im Harn, als es dem N entspricht, 
und daß endlich eine vorübergehende Resorptionsstörung auf den Quotienten 
gleichsinnig wirkt wie die Avitaminose selbst. 


Ergebnis. 


Bei der durch keine Resorptionsstörung komplizierten Avitaminose 
wächst die N- und C-Ausscheidung im Harn an, letztere stärker als 
erstere, und der Quotient C/N steigt an. 

Wie schon früher erwähnt wurde, kann ausweislich der Unter- 
suchungen von Yoshiue (11) ein erhöhter Gehalt des Harns an Amino- 
säuren oder anderen stärker C-haltigen N-Verbindungen für den relativ 
gesteigerten C-Gehalt des Harns in den hier in Frage kommenden 
früheren Stadien der Avitaminose bei ungestörter Nahrungsresorption 
nicht verantwortlich gemacht werden, ebensowenig eine Ketonurie. 

Bei der durch Resorptionsstörung komplizierten Avitaminose 
verstärkt das Auftreten von mangelhaft oxydierten N-haltigen C-Ver- 
bindungen die Erhöhung des Quotienten, wie wahrscheinlich auch bei 
stärkerer Resorptionsstörung eine Azidosis. 


IV. Das Verhältnis des Quotienten C/N beim Wechsel zwischen normaler 

Ernährung, absolutem Hunger und vitaminfreier Ernährung. 
Der vorliegende Versuch 5 zerfiel in sieben Sechstageperioden: 

Erste Periode: normale Ernährung. 
Zweite Periode: absoluter Hunger. 
Dritte Periode: normale Ernährung. 
Vierte Periode: vitaminfreie Ernährung bei Spontanfütterung. 
Fünfte Periode: vitaminfreie Ernährung bei Spontanfütterung. 
Sechste Periode: vitaminfreie Ernährung bei Zwangsfütterung. 
Siebente Periode: absoluter Hunger. 

In der ersten Periode bestand bei normaler Ernährung Gleich- 
gewicht im Körpergewicht und Stickstoff und eine sehr schwach 
positive N-Bilanz. Der Quotient betrug 0,67. In der zweiten Periode 
mit absolutem Hunger sank das Körpergewicht, es ging die N-Aus- 
scheidung stark zurück, die C-Ausscheidung stieg ein wenig an. Der 
Quotient erhob sich auf 1,02. Im Verlauf der dritten Periode mit 
normaler Ernährung blieb das Körpergewicht stehen, die N-Bilanz 
war etwas stärker positiv als in der ersten Periode, in den ersten 3 Tagen 
blieb der Quotient noch unverändert hoch bei gesteigerter N- und C-Aus- 
scheidung. In den folgenden 3 Tagen dieser dritten Periode sank der 
Quotient etwas, nämlich auf 0,80. Im Durchschnitt dieser Periode 
betrug der Quotient 0,98, am letzten Tage war er mit 0,67 wieder 
normal geworden. Die N-Ausscheidung war im Durchschnitt so groß 
wie in der ersten Periode des Versuchs, die C-Ausscheidung aber größer. 
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Als jetzt die dritte Periode Nr. 4, 5 und 6 mit vitaminfreier Ernährung, 
wobei die Nahrung, natürlich abgesehen von dem Vitamingehalt, genau 
so zusammengesetzt war wie in der ersten Periode, kamen, nahm das 
Körpergewicht allmählich und ziemlich kontinuierlich ab, in der ersten 
dieser vitaminfreien Perioden, nämlich in der Periode Nr.4, in der 
keine Resorptionsstörung vorlag, stieg aber der Quotient wieder an 
auf 1,04. Schon am ersten Tage der vitaminfreien Ernährung hatte 
er sich auf 0,97, am zweiten Tage auf 1,02 erhoben. Die N-Bilanz war 
schwächer positiv geworden, die N-Ausscheidung war genau so groß 
geworden, wie in der dritten und ersten Periode des Versuchs, die C-Aus- 
scheidung aber wesentlich erhöht, auch im Vergleich zur dritten Periode. 

Es hat also die avitaminöse Ernährung sofort zu einer Steigerung 
in der C-Ausscheidung und einer Erhöhung des Quotienten geführt, 
ohne daß im Vergleich zur ersten Periode eine Resorptionsstörung vorlag. 

In der fünften Periode (zweite Periode avitaminöser Fütterung) 
setzte eine sehr leichte Resorptionsstörung ein. Dabei war aber die 
N-Bilanz ein wenig stärker positiv geworden, die N-Ausscheidung eine 
Spur zurückgegangen, die C-Ausscheidung aber gesteigert worden. Der 
Quotient ging stärker in die Höhe, auf 1,18. 

In der sechsten Periode (dritte Periode avitaminöser Fütterung) 
wurde das Tier zwangsgefüttert, da es die Nahrung nicht mehr quanti- 
tativ auffressen wollte. Die Resorptionsstörung verstärkte sich, die 
N-Ausscheidung ging leicht zurück, die C-Ausscheidung stieg weiter 
an, die N-Bilanz wurde schwach negativ, der Quotient erreichte den 
Wert 1,33. 

Als nun in der siebenten Periode das Tier absolutem Hunger 
unterworfen wurde, schnellte der Quotient bei stark herabgesetzter 
N- und C-Ausscheidung auf 2,02 herauf. 

Dieser ganze Versuch bietet nun noch die folgende auffallende 
Erscheinung. 

Bei der Hungerperiode, die sich an eine Periode normaler Er- 
nährung anschloß, war die tägliche N-Ausscheidung etwa 414,mal so 
groß und die C-Ausscheidung etwa doppelt so groß als in der Hunger- 
periode, die sich an eine längere avitaminöse Periode anschloß. Der 
hungernde avitaminöse Körper setzte also scheinbar weniger um als 
der hungernde Normalkörper. Ich sage scheinbar; denn bei dem 
ersteren war der Gewichtsabfall in der gleichen Zeit ungefähr ebenso 
groß wie bei dem letzteren. In Wahrheit verlor also der hungernde 
avitaminöse Körper nicht mehr an Gewicht als der hungernde Normal- 
körper. Wenn man aber den Gewichtsabfall auf das Anfangsgewicht 
bei den beiden Hungerperioden bezieht, dann findet man allerdings, 
daß der avitaminöse Körper relativ mehr an Gewicht in der Hunger- 
periode verloren hat als der Normalkörper. 
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Bei meinem ersten Avitaminoseversuch (Abschnitt III) hatte ich 
den betreffenden Hund ebenfalls nach mehrwöchiger avitaminöser 
Fütterung einige Tage vollständig hungern lassen. Hier sah ich aber 
eine so starke Einschränkung der N- und C-Ausscheidung nicht, wie 
ich sie in dem vorliegenden Versuch beobachtete. 

Wo das faktisch umgesetzte Körpermaterial bei dem Hunde des 
vorliegenden Abschnittes IV in der Hungerperiode nach der avita- 
minösen Fütterung geblieben ist, geht aus meinen Beobachtungen nicht 
hervor. Im Harn ist es jedenfalls nur zum geringsten Teile erschienen. 

Der Hund in dem Versuch des vorliegenden Abschnittes IV war 
ein sehr junges Tier. Er war etwa 6 Monate alt. Alle meine anderen 
Hunde waren 11, bis 21, Jahre alt. 

Folgende Tabelle I zeigt nun, wie rasch unter dem Eindruck der 
avitaminösen Ernährung der Quotient C/N sich verändert. Aus dieser 
Tabelle ergibt sich, daß der jugendliche Körper sehr viel rascher in 
dieser Weise reagiert als der Körper älterer Tiere, was ein weiterer 
Beweis ist für die besondere Empfindlichkeit des jugendlichen Körpers 
gegenüber der Vitaminfreiheit der Nahrung, wie es von Bickel (1) und 
Yoshiue (11) an anderen Beispielen schon gezeigt worden ist. 




















Tabelle I. 
ver |Köper-| rn 0 | Vem Kömer| o 
Suche: gewicht S Nahrung Buche: den x Nabrung 
Versuch 3 (2!/, jähriger Hund) Versuch 4 (1!/ jähriger Hund) 
: 9290 | 0,576 | Vitaminhaltig 3660 ' 0,547 | Viteminhaltig 
! 9230 | 0,639 3600 | 0,660 
| 9350 | 0,611 3650 : 0,629 
1. | 9410 | 0,619 | Vitaminfrei 1. ' 3780 | 0,629 | Vitaminfrei 
2. | 9320 | 0,609 2 3750 | 0,630 
3. | 9350 | 0,584 3 3750 | 0,630 
4. | 9350 | 0,599 4 3770 | 0,681 
5. | 9380 | 0,641 5 3710 | 0,704 
6. | 9450 | 0,826 6. | 3730 | 0,627 
7. | 9380 | 0,622 7. 3750 | 0,774 
8. 
9. | 9400 | 0,551 a 5 Eed Hund) 


4510 Die | Vitaminhaltig 
4510 0'864 | Der Quotient 





12. ` 9350 | 0,561 18: | 4500 | 0,732 ` allmählich, da 
13. | 9340 | 0,636 ` | Hungerperiode var 
aufgeganyen war, mit 
14. Steigerung des 
9310 | 0,609 tienten 


19. , 4500 0,975 | Vitaminfrei 
20. | 4440 | 1,027 
21. | 4400 | 1,115 | 
0,833 | | 
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Schlußbetrachtung. 


Wenn wir nun alle im vorstehenden mitgeteilten Versuche noch ein- 
mal überblicken und ihre Ergebnisse zusammenfassen und gleichzeitig das 
in der Literatur schon niedergelegte Material über das Verhalten des 
Quotienten C/N berücksichtigen, so gelangen wir zu folgenden Schlüssen. 

l. Bei gleicher normaler und kalorisch suffizienter Ernährung hat, 
der Quotient C/N einen innerhalb sehr enger Grenzen schwankenden 
Wert, so daß man wohl von einer Konstanz desselben sprechen darf. 

2. Je größer der Kohlehydratgehalt in einem normalen, kalorisch 
suffizienten Nahrungsgemisch ist, um so größer ist auch der C-Gehalt 
des Harns, und der Quotient ist erhöht. Dasselbe gilt wohl auch für 
das Fett angesichts der bekannten, sehr wahrscheinlichen Verkopplung 
des Fettstoffwechsels mit dem Kohlehydratstoffwechsel. 

3. Der Quotient C/N hängt mithin von dem Verhältnis der N-freien 
zu den N-haltigen Nahrungsbestandteilen in der Norm ab. 

4. Bei dem Kohlehydrat- und Fettumsatz wird in der Norm ein 
Teil des umgesetzten Materials in Form kohlenstoffhaltiger, N-freier 
Verbindungen durch den Harn ausgeschieden. Da bei dieser Quote 
des Zerfallmaterials der Kohlenstoff nicht bis zur CO, oxydiert ist, wird 
er zweckmäßig nach Spiro als ‚dysoxydabler Kohlenstoff‘ bezeichnet. 

5. Bei absolutem Hunger (nicht Durst) wird zunächst die C- und 
N-Ausscheidung im Harn eingeschränkt, aber zunächst die N-Aus- 
scheidung mehr als die C-Ausscheidung, vor allem weil der Körper 
zunächst auf Kosten des N-freien Materials lebt. - Deshalb geht der 
Quotient in die Höhe, abgesehen von der mangelhaften Oxydation 
N-haltiger Komplexe, vor allem durch diejenige N-freier Substanz 
(Azidosis).. Wenn nunmehr allmählich das N-freie Körpermaterial 
weitgehend aufgebraucht ist und der Körper vornehmlich auf 
Kosten des N-haltigen Materials lebt, so sinkt die C Ausscheidung 
weiter; aber die N-Ausscheidung nimmt zu und der Quotient fällt 
dementsprechend. In der prämortalen Periode aber steigt sowohl die 
N-Ausscheidung, wie aufs neue auch die C-Ausscheidung rapid an, 
erstere aber sehr viel stärker als letztere, so daß der Quotient trotz 
der stärkeren C-Ausscheidung abnorm tief sinkt. 

6. Macht man ein kalorisch suffizientes Nahrungsgemisch durch 
einen mäßigen Kohlehydratentzug aus der Nahrung plötzlich kalorisch 
insuffizient, so kann trotzdem die N- und C-Ausscheidung vorüber- 
gehend leicht gesteigert werden, erstere aber weniger als letztere, so 
daß der Quotient in die Höhe geht. Wenn sich der Körper dann durch 
Gewichtsverminderung auf das neue Kostmaß eingestellt hat, erreicht 
der Quotient wieder seinen normalen Wert. Ein kleiner Eiweißentzug 
aus einer etwas überreichen Nahrung führt nicht zu einer Erhöhung 
des Quotienten. 

29 * 
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7. Bei der durch keine Resorptionsstörung komplizierten Avita- 
minose steigt die N- und C-Ausscheidung im Harn allmählich an, 
letztere stärker als erstere, so daß der Quotient in die Höhe geht. Diese 
Erscheinung tritt um so früher nach Beginn der avitaminösen Fütterung 
auf, je mehr das betreffende Individuum für die avitaminöse Erkrankung 
disponiert ist (Alter des Tieres). 

8. Bei der durch keine Resorptionsstörung komplizierten Avita- 
minose kann die Steigerung des Harn-C nicht auf einer Vermehrung 
mangelhaft oxydierter N-haltiger Substanzen beruhen, weil der N-Um- 
satz bei quantitativer Steigerung qualitativ normal abläuft. Die Ver- 
mehrung des Harn-C kann also nur durch eine vermehrte Ausscheidung 
mangelhaft oxydierter N-freier Verbindungen zustande kommen. 
Diese können entstammen den N-freien Eiweißkomplexen oder den 
Fetten und Kohlehydraten. Wenn der Fettstoffwechsel letzten Endes 
über den Kohlehydratstoffwechsel verläuft, brauchen wir also nur 
letzteren allein zu berückrichtigen. 


Daß mangelhaft oxydierte N-freie Eiweißkomplexe an der Ver- 
mehrung des Harn-C beteiligt sind, ist möglich. Sicheres darüber 
wissen wir aber nicht. Vom Kohlehydratstoffwechsel aber wissen wir, 
daß er bei der Avitaminose am frühzeitigsten und schwersten alteriert 
ist. Das ganze, an den diabetischen Zustand erinnernde Verhalten des 
Kohlehydratstoffwechsels, das sehr frühzeitige Auftreten dieser Störung 
und das ebenso frühzeitige Auftreten der C-Vermehrung im Harn, 
der absolut gesteigerte Kohlehydratumsatz trotz der Abnahme im 
O,-Verbrauch und einer dem Kohlehydratumsatz nicht entsprechenden 
CO,-Menge der Ausatmungsluft bei der Avitaminose, das Fehlen azido- 
tischer Erscheinungen auf der anderen Seite — das alles spricht 
dafür, daß bei der reinen Avitaminose, die durch keine Resorptions- 
störung kompliziert ist, der gesteigerte Gehalt des Harns an dysoxy- 
dablem Kohlenstoff in erster Linie von einer mangelhaften Oxydation 
der Kohlehydrate herrührt. 


Auch die Tatsache, daß im normalen Körper die Größe der Harn- 
C-Menge mit abhängig ist von dem Kohlehydratgehalt der Nahrung, 
weist auf die enge Verbindung der N-freien Harn-C-Substanzen mit 
den Kohlehydraten hin. 


Die absolute Steigerung des Kohlehydratumsatzes bei Annahme 
einer normalen Oxydation der Kohlehydrate erklärt dieses ganze 
Phänomen deshalb nicht, weil dann ja auch der Luftsauerstoffverbrauch 
gesteigert sein müßte. Da dieser aber herabgesetzt ist, muß die Ver- 
mehrung des dysoxydablen C im Harn bei der Avitaminose ihren 
Grund haben sowohl in einem absolut gesteigerten Umsatz von Kohle- 
hydraten, wie auch in einer mangelhaften Oxydation derselben. 
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9. Vergesellschaftet sich nun die Avitaminose mit Unterernährung 
infolge einer eingetretenen Resorptionsstörung, so ist es klar, daß in 
diesem Falle beide Momente, der Vitaminmangel wie auch der Nahrungs- 
mangel, beim avitaminösen Körper mit seiner Folge am Harn, der 
Vermehrung der mangelhaft oxydierten N-haltigen Eiweißkomplexe 
(Aminosäuren) und den azidotischen Erscheinungen gleichsinnig zu- 
sammen wirken, um den Quotienten in die Höhe zu treiben. 





Das wesentliche Ergebnis meiner Untersuchungen besteht in der 
Erkenntnis, daß die Avitaminose bei tadelloser Resorption einer 
kalorisch suffizienten Nahrung progressiv zu einer Steigerung des 
Gehalts an dysoxydablem Kohlenstoff im Harn führt, und daß der 
Quotient C/N dementsprechend erhöht wird. 


Beim normalen Körper steigt der C-Gehalt in der Ausatmungsluft 
und im Harn an, wenn mehr N-freies Material umgesetzt wird und der 
Luftsauerstoffverbrauch erhöht ist. 


Bei der Avitaminose wird faktisch mehr N-freies Material um- 
gesetzt als in der Norm. Denn der Körper verarmt trotz genügender 
Nahrungsresorption an Glykogen und Fett. Da der C-Gehalt der 
Ausatmungsluft nun nicht in entsprechender Weise bei der Avitaminose 
in die Höhe geht und der O,-Verbrauch bei der Atmung sich vermindert, 
aber der C-Gehalt des Harns absolut und relativ zum N ansteigt, so 
muß bei der Avitaminose N-freies Material auch unvollkommener 
oxydiert werden als in der Norm bei genügender Nahrungsresorption, 
was bewiesen werden sollte. 


Betrachten wir zum Schluß noch einmal die energetischen Vor- 
gänge als solche, so ist zwischen Spaltungs- und Oxydationsenergie- 
bildung zu unterscheiden (im Muskel nach Meyerhof anoxybiotische 
und oxybiotische Phase), d. h. Spaltung mit nachfolgender Oxydation, 
wobei gleichzeitig etwa fünf Sechstel des gespaltenen Glykogens wieder 
aufgebaut werden. Im Körper dürften sich wichtige lokale Prozesse 
(Tätigkeit gewisser Gewebe) abspielen, bei denen die Energie vorwiegend 
oder ausschließlich durch Spaltungsvorgänge geliefert wird. Das ver- 
mutete bereits v. Weizsäcker (14) auf Grund von Untersuchungen am 
ceyankalivergifteten Froschherzen, sowie O. Warburg und Minami (15) 
bei der Entwicklung des Carcinoms. Ein direkter Beweis wurde dafür 
neuerdings von Arnoldi (16) erbracht. Er fand bei bestimmten Ver- 
änderungen der Elektrolytverhältnisse, daß das frei schlagende Frosch- 
herz lange Zeit weiter arbeitete ohne nachweislichen Luftsauerstoff- 
verbrauch und nimmt an, daß auch hierfür die notwendige Energie 
aus Spaltungsprozessen stammt. Nach alledem ist es wohl verständlich, 
bei bestimmten Zuständen anzunehmen, daß N-freies Material zwar 
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gespalten wird und die Spaltungsprodukte ausgeschieden werden, ohne 
daß ein entsprechender Luft-O,-Verbrauch stattfindet. 

In solchen Fällen würde dann sogar bei vermehrtem Umsatz der 
Luftsauerstoffverbrauch des Versuchstieres nicht zu steigen brauchen, 
sondern sogar absinken können. Das liegt offenbar bei der Avitamınose vor. 

Die hier mitgeteilten Befunde über die Avitaminose lassen sich 
mit der letztgenannten Auffassung über die Energetik im Körper un- 
schwer in Einklang bringen, nicht dagegen mit der bisher allgemein 
üblichen Vorstellung. Trotz geringeren Luftsauerstoffverbrauchs wird 
reichlich Energie auf dem Wege der Spaltung gebildet. Die Messung 
des Luftsauerstoffverbrauchs gibt uns bei der Avitaminose, vielleicht 
auch noch bei anderen Krankheitszuständen, keinen Aufschluß über 
die gesamte Energiebildung. Dadurch wird die eigenartige Tatsache. 
auf die zuerst Bickel (1) die Aufmerksamkeit lenkte und die durch die 
Versuche Arnoldis (16) bewiesen ist, zunehmende Verringerung des Luft- 
sauerstoffverbrauchs trotz weiterem, sehr reichlichem, bei der Avitaminose 
offenbar sogar gesteigertem Gesamtumsatz erklärt. Diese Feststellung ist 
von allgemeiner Bedeutung für die Physiologie und Pathologie. 


Experimenteller Teil. 


Die Nahrung wurde in der üblichen Weise vitaminfrei gemacht durch 
vierstündiges Autoklavisieren bei 130°C. 

In 100g Weizeneiweiß waren 14,160g und in 100g Reis 1,213g N 
enthalten. 

Das Salzgemisch war das von Osborne angegebene. 

Die Versuchsprotokolle finden sich am Ende der Arbeit. 
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A. | Körpers | Har 





Versuch 1. 


Se | 














Versuche | bes e eur pg N 
| 
Lu ei | 7980 4,8356 3,2292 | 
SCH 8280 190 29281! 1,9380 | 
3. 7790 | 490 | 63844 4,0572 
4. 8170 | 113 | 1.1715! 0,8068 | 
5. 7790 | 386 | 22172 1,7910 | 
6. 7820 | 190 | 3.1810) 2,1204 
Summe ....... 20,7178 DEN 
Periodendurchschnitt . | 3,4529 en 0,6729 
1.(7.V.)|| 7510 | 256 | 4,0348, 2,6726, 
2. 7430 | 152 | 2,6621! 2,0106, | 
3, 7330 | 232 | 1,5277| 1,1693) | 
4. 7260 | 350 | 2,1820) 1,7010 | 
5. 7120 | 296 | 2,2394 1,4563 | 
6. 6900 | 303 | 2,3346| 1,5998 | 
Summe ... 0... 14,9806| 10,6095 | 
Periodendurchschnitt . | 2,4967| 1,7682| 0,7082 
7. | 6900 | 385 | 2,4544 1,7866 | 
8. 6720 | 390 | 3,0049) 2,3400 | 
d | 6720 | 275 | 1,6182| 1,3145; 
10. | 6610 | 267 | 2,1696| 1,5379; 
ll. 6510 | 365 | 29659! 2,0367: 
12. || 6490 | 190 | 1,4241 1,0146 | 
Summe ....:.:.. . . 113,6371,10 ‚0303, 
Periodendurchschnitt . | 2, ei 28 1,6717, 0,7355 
13. 6370 | 318 | 2,4058! 1,6981 | 
14. 6310 | 210 1,9271. 1.2978 | 
15. 6080 | 260 | 2,7685: 1, ‚8876| | 
16. 5990 | 393 | 3,4137 2,3344 ' 
17. 5950 | 225 | 1.6864 1,2015, | 
18. | 5880 | 343 | 1,5572) 1,1625 ' 
Summe ....... 13,7587| 9,5719 
Periodendurchschnitt . | 2 ‚2931| 1 ‚5953 0,6956 
19. I: 740 | 433 | 2,3232, 2,1663 
20. 5690 | 304 | 2,4381, 0,8938 
21. 5610 | 312 | 2.6692 1,5350 
22. | 5560 | 340 | 1,1713: 1,5504 
23. 5430 | 322 | 2,1419; 1,4490 
24. | 5370 | 452 | 2,4065! 1,5730 Ä 
Summe ... 2... 13,1492| 9,1575 | 
Periodendurchschnitt . | 2,1915| 1.5262 0,6964 
25. 5240 | 367 | 2,0051, 1,6295 
26. | 5150 | 507 | 41908 2,8595 
27. , 5150 | 322 1,6016: 1,1206 | 
28. | 4950 | 460 | 2,7067, 2,0148 | 
29. , 4820 | 448 | 2,7303: 1,9622 
30. | 4640 | 371 | 4,5481| 2,3373 
Summe ....... 17,7826 11,9239 
Periodendurchschnitt .. 2,9637, 1,9873 0,6705 
31. | 4440 | 582 | 5,6389| 2,8342 
32. ` 4430 135 ` 3,1303 1.4823 
Summe . 2.2... | 8,7692| 4,3165 
43846! 2,1582| 0,4923 | 


Periodendurchschnitt . 
33. , 1, 





| 


24,9336 


Nahrungszusammen» 
setzung pro Tag 


Weizeneiweiß 25g 
Reis Og 
Butter . . . . 20g 
Citronensaft . 30 ccm 
Salzgemisch . 1,5g 
Dest. Wasser 


Salzgemisch . . . 1,5g 


| Dest. Wasser 
| (Obne Nahrung) 


wie vorher 
t 
| 
| 
| 
| wie vorher 
t 
| wie vorher 


wie vorher 





1 
wie vorher 
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Ver 
a nn nn == - - 
Versuchstag Körpergewicht | Harnmenge Harn-N | Harn-C cC 
e | om | e |o ITE 
.(15.VI. 2,4798 1,6461 nz 
2. 4,0961 2,6770 
3. 4,0066 2,6281 
4. 2,8598 2,4167 | 
5. 4,6240 2,6818 
6. ıı 8280 477 3,6753 e Ä 
Summe. 22.2... i 49670 21,7416 14,7114 - 
Periodendurchschnitt 8280 3,6236 Ä 24519 ı 0,6766 
7. 8450 185 1,9957 ; 1,3764 ` 
8. 8360 350 3,4079 i 23730 | 
9. į 8310 506 4,8205 3,1271 | 
10. "8380 260 2,2765 1,6068 ` 
11. ' 8330 325 3,0035 `. ` Logo 
12. ` 8400 235 2,7984 , 1,9458 
Summe... ..... 50230 18,3025 | 12,1256 ` 
Periodendurchschnitt 1 8370 3,0504 2,0209 : 0,6625 
13. 8370 424 4,2176 2,9002 | 
14. 8380 255 | 2,2329 1,5453 | 
15. | 8360 355 | 3,0339 2,1513 
16. 8360 220. 3,2300 2,1634 
17. 8350 20: 2,4987 1,7226 | 
18 | 8380 348 3,8272 | 2,7353 
ed Ge | 50200 19,0403 13.2181 | | 
Periodendurchschnitt 8370 3,1734 2,2030 | 0,6941 
WI 8390 290 3,4128 2,2562 | 
20 8300 356 3,9651 2,8622 | 
21 8310 232 3,0228 2,0323 | 
22 8300 110 1,3176 0,9108 
23 8320 346 4.7506 | 3,9029 
24 8310 207 3,3350 2,3225 | 
Summe... .... ı 49930 19,8039 | 14,2869 ` 
Periodendurchschnitt |: 8320 3,3006 2,3811 | 0,7214 
25. | 8320 255 2,6080 | 1,9431 ` | 
26. 8350 232 24865 ' 1,9349 | 
27 8300 262 29182 | 2,1536 
28 8290 272 2,5722 1,8278 | 
29 8310 235 3,3911 2,2419 . 
30. 8330 255 | 30006 | 1,56149 | 
Summe. ...... 49900 16,9766 ` 11,6162 
Periodendurchschnitt |; 8310 2,8294 , 1,9360 | 0,6842 | 
31. ' 8320 420 3,8249 2,8224 
32. 8330 268 1,7648 1,5437 
33. | 8310 358 3,3605 2,3843 | 
34. 8230 390 3,1691 2,2698 
35. 8180 365 2,5076 1,6863 | 
36. 8200 324 3,2002 | 2,4689 | 
Summe. ...... [49570 17,8271 13,1754 | 
Periodendurchschnitt | 826 2,9712 2,1959 0,7390 

















Versuch am 40. Tage abgebrochen, da Magendarm 


\ 


such 2. 


Kotmenge 


' Getrocknete Kot-N 
$ g 


26,8 


19,7 


36,3 


| 
| 
| 
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| 





Ham-N + Kot-N 


£ 


1,0776 


0,7673 


1,1105 


0,9373 


0,8557 


2,6687 





22,8192 


19,0698 


20,1508 


20,7412 


17,8323 


20,4958 








| 
| 


| 


Nahrungs-N 





| 
25,7280 
| 
| 
| 
21,480 
| 
| 
| 
21,480 
20,7522 


20,7522 


| 


20,7522 


störungen eintraten und das Tier nicht mehr fressen wollte. 











SC ne Nahrungszusammen» 


setzung pro Tag 





m 00 EE 











| Weizeneiweiß . 25g 

| Reis ..... 60 8 
Butter . ... 20g 

| Citronensaft . 60 ccm 

| Salzgemisch . . 1,5g 

' Destilliertes Wasser 


+ 0,4848 


Weizeneiweiß.. 20g 
Reis . .. . . 60g 
Butter . - . . 20g 
Citronensaft . 60 ccm 
Salzgemisch . . 1,5g 
Destilliertes Wasser 


| 
i 
| 
+ 0,4017 
' Weizeneiweiß. 20g 
Reis . .* .. Og 
Butter .. . . 20g 
Citronensaft . 60 ccm 
| Salzgemisch . . 1,5g 
Destilliertes Wasser 





+ 0,2215 
Weizeneiweiß . 20g 
Reis ..... 50g 
Butter - . . . 20g 
Citronensaft . 60 ccm 
| Salzgemisch. . 1,5g 
, Destilliertes Wasser 





| 

+ 0,00183 Ä 
Weizeneiweiß . 20.8 
Reis ..... 50 g 
| Butter ... . 0g 

| Citronensaft . 60 ccm 

Salzgemisch. . 1,5g 

| Destilliertes Wasser 


+ 0,4866 | 
ı Weizeneiweiß . 20g 
Reis ....« Ng 
| Butter or. 20g _ 
| Citronensatt . 60 cem 
Salzgemisch . . 1,5g 
Destilliertes Wasser 





-+ 0,0427 | 
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Versuchstag | 


. (22. II.) 
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| Körpergewicht | Harnmenge | Haro-N Hamme 
S g ` cm ` | KR WI g f 
TEE en E | 
9310 370 | 7,4038 | 4,7972 
9310 395 | 6,0830 | 3,9996 
9320 330 ' 5,8484 ` 3,9897 
9300 698 8,2873 4,7324 
9250 240 5,5478 3,6432 
9260 4% 7,1672 ` 471% 
9290 355 6,9931 : 4,3491 
9290 230 7,2519 | 4,1814 
9230 210 4,6338 | 2,9610 
9350 | 500 10,2974 : 6,3003 
Summe. ...... 70,1137  ! 43,6663 
Periodendurchschnitt 7,0114 ' 4,3666 
9410 155 2,9533 | 2,3274 
9320 400 10,6516 , 6,4840 
9350 215 6,6870 ` 3,9087 
9350 ` 225 6,7775 4,0610 
goen ` 335 | 59840 | 38391 
9450 385 ı 5854 | 4,8346 
9380 465 915311 | 5,7195 
9370 212 77606 | 3,4980 
9400 | 322 7,9172 4,3740 
9380 | 400 7,4534 ' 4,7124 
Summe. ...... 71,1900 | 43,7587 
Periodendurchschnitt ! 7110 ` 4,3759 
9360 | 235 4.0991 2,7259 
930 | 455 9,8171 5,5146 
9340 `, 375 6,8824 4,3770 
9400 | 300 6,6828 4,3475 
9310 350 | 8,7528 5,3343 
9300 325 5,2000 3,4710 
9240 270 . 10,2916 6,0588 
9220 215 ' 7,8359 5,5470 
9200 250 8,6513 5,8050 
9270 | 350 | 8,6303 7,1890 
Summe. .. .. . .' 76,8433 ' 50,3701 
Periodendurchschnitt | 7,6843 5,0370 
9200 225 6,5025 5.0220 
9160 238 5,9852 4,9409 
9130 280 8,6390 6,6528 
9020 330 7,7441 6,1182 
9010 235 6,1403 4,8269 
8930 550 10,2102 8,3490 
9010 220 6,1490 4,9368 
8990 230 4,8979 3,6294 
9070 337 9,7495 6,6322 
9070 396 | 8,3500 — 6,0588 
Summe. ...... l 74,4177  57,1670 
Periodendurchschnitt 7,4418 5,7168 


Zio 


0,622 


0,615 


0,656 


0,768 


Ver 
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Nahrungszusammen- 


` Getrocknet Tägliche 
| Kotmonge Kot»N Harn-N + Kot-N| Nahrungs:N Ns ilanz n 
4 e S : BE eg 








setzung pro lag 


| 
| 
| 
4,2006 74,3142 78,2800 | -+ 0,39660 
| 
| 





Weizeneiweiß . 50 g 
Reis ..... 60 g 
Butter . . . . 25g 
Citronensaft . 60 ccm 
Salzgemisch. . 1,5g 
Destilliertes Wasser 





ı 642 


Weizeneiweiß . . 50g 
Reis ...... og 
Schweineschmalz 25 g 
Salzgemisch. . 1,5g 
Destilliertes Wasser 





4,37 2,1245 73,3145 78,0780 


+ 0,47635 


Weizeneiweiß . . 50g 
Reis ee o w 60 g 
Schweineschmalz 25 g 
Salzgemisch . . 1,5g 
Destilliertes Wasser 











| 
49,1 3,3775 80,2208 78,0780 | 
— 0,21223 | 
| 
| 
| 
| 


Weizeneiweiß . 50g 
Reis ..... 60 g 
Schweineschmalz 25 g 
Salzgemisch. . 1,5g 
Destilliertes Wasser 








668 | 6,8643 81,282 18,0180 


— 0,3204 


8 ei Zwangsfütterung. 














448 K. Schimizu: 
Versuch 3 
| Ke l 
Versuchsiag Körpergewicht Harnmenge Harn:N Ham" S | 
g 
31. 4, 3,1785 
32. 8,0341 | 
33. , 5,3550 | 
34. 7,3496 | 
35. , 5,8307 | 
36. | 7,1232 | 
37. 4,7542 
38. 7,5750 
39. 4,1724 | 
40. | 3,3001 Ä 
56,1728 
Periodendurchschnitt 7,1779 5,6173 0,783 
4l. 8990 585 6,4338 6,0021 *) | 
42. 8990 290 8,9993 7,3858 | 
43. 8970 160 6,0075 4,2048 | 
44. 8960 266 7,8587 4,7561 | 
45. 8960 225 5,9550 4,2255 | 
46. 8810 248 5,0567 6,6245 i 
Summe. ...... 40,3110 32,1988 | 
Periodendurchschnitt 6,7185 6,3665 0,7990 | 
47. 8760 420 8,0321 8,1144 | 
48. 8710 338 7,7659 6,3274 
49. 8570 485 3,8391 3.1719 
50. 8440 460 2,0623 2,1528 
51. 8380 256 1,3738 1,6282 
Summe . . 2.2... 23,0732 21,2947 
| Periodendurchschnitt 4,6146 4,2789 0,927 
| 
52. 8490 | 262 3,7807 3,4741 | 
53. 8450 440 6,5651 5,6232 
54. 8390 525 7,8335 5,6385 
55. 8460 245 6,2470 4,9686 
56. 8460 290 9,8322 7,2906 | 
57. 8470 95 3,6535 | 2,7702 
58. 8470 380 9,7158 | 7,4328 
59. 8400 198 5,3260 : 4,4906 
60. 8390 240 7,7503 6,1344 
61. 8420 263 7,6640 | 5,9806 | 
| Summe. ...... 68,3681 53,8036 i 
Periodendurchschnitt 6,8368 5,3804 0,7869 
62. 8270 357 3,4761 3,4129 
63. | 8280 255 7,8596 6,4413 
64. | 8250 256 6,7246 5,0995 
65. | 8180 260 7,0847 5,6004 |. 
| Summe... .... 25,1450 20,5541 ` 
| Periodendurchschnitt 25145 | 20555 | 0817 . 


(Fortsetzung). 
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' t‚etrocknete 
ne 


i 


76,3 


102,9 


68,7 


7,5148 79,2941 
9,6301 49,9411 
9,1986 77,5667 
6,0116 31,1566 


78,0780 


46,8468 


78,0780 


31,2312 


BRR | Kot-N IE | DO Ee Nahrungs. N Zu ne ine 


— 0,12161 


— 0,5157 


+ 0,05113 


+ 0,01865 


Nahrungszusammen» 
setzung pro ee 


| Weizeneiweiß SS 2.80 P 


Schweineschmalz . 25 g 
Salzgemisch . . . 1,3g 
Destilliertes Wasser 


Weizeneiweiß . . 50 g 
Schweineschmalz.. 25 g 


Salzgemisch . . . 1,5g 
Destilliertes Wasser 


Salzgemisch . . . 1,5g 
Destilliertes Wasser 


Weizeneiweiß . . 50 g 


Schweineschmalz 25 g 
Salzgemisch . . . 1,5g 


| Destilliertes Wasser 


Weizeneiweiß . . 50 g 


Schweineschmalz 25 g 
Salzgemisch . . . 15g 
Destilliertes Wasser 
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Versuchstag 


keet 


E e 


. (17. IL) ; 


(27. 11.) 




















di 





K. Schimizu: 


See 





Summe. . ..... 
Periodendurchschnitt 
3780 160 
3750 140 
3750 185 
3770 115 
3710 110 
3730 185 
3750 235 
3740 105 
3630 120 
3620 145 
Summe. .. s... 
Periodendurchschnitt 
3600 175 
3550 260 
3500 250 
3560 95 
3540 175 
3460 170 
3470 105 
3400 108 
3440 134 
3410 214 
Summe. ...... 
Periodendurchschnitt 
3380 234 
3370 186 
3390 185 
3370 120 
3370 148 
3320 152 
3320 236 
3350 130 
3370 290 
3300 187 
Summe. ...... 
Periodendurchschnitt 


19,9123 


1,9912 


2,3434 


26,5142 


2,6514 


2,3802 
2,0925 
2,4519 
2,0342 
2,2567 
2,4127 
2,2367 
2,3043 
2,5698 
2,2479 


22,9869 


2,2987 





— | -c e 


19,0961 


1,9096 





0,6346 


0,6838 


0,7447 
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nich 4. 











ae SEN SEENEN 
Se | Kot-N Harn:N + Kot:N! Nahrung-N ı Sr e Nahrungszusammen» 

setzung pro Tag 
ie | 1: |. | | _ 
| Sen KEE 


Weizeneiweiß . 15 g 
Reis ..... 206 
i Butter ... . 8g 
Citronensaft . 25 ccm 
Saizgemisch. . 1g 
Destilliertes Wasser 














42,8 3,84057 23,7529 24,9630 


+ 0,1210 


Weizeneiweiß . . 15g 


Schweineschmalz. 8g 
Salzgemisch . . . 1g 
| Destilliertes Wasser 





20,7 1,0981 24,5320 


Weizeneiweiß . . 15g 


Schweineschmalz . 8g 
Salzgemisch .. . Ig 
Destilliertes Wasser 





24,8790 
— 0,6049 | 


Weizeneiweiß . . 15g 





Schweineschmalz. 8g 
| Salzgemisch .. . lg 


| 
| 
57,8 4,4133 30,9275 
| 
| 
| 
| Destilliertes Wasser 


48,1 4,5757 27,5626 24,8790 


— 0,2684 
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K. Schimizu: 


Dr R nn 
Versuchstag ` Körpergewicht Harnmenge Harn-N 
BER ER E en g 








3l. 3220 265 
32. 3210 170 
33. || 3200 190 
34. | 3190 162 
35. | 3180 210 
36. 3180 220 
37. 3110 76 
38. 3060 148 
39. 3080 97 
40. 3050 147 
Summe. e 
Periodendurchschnitt | 
4]. | 3030 118 
42, | 3000 95 
43. | 2990 100 
4. || 2990 85 
45. | 2970 ug 
46. | 290 157 
47. 2900 95 
48, 2910 88 
49, | 2860 118 
50. 2860 130 
| Summe... 2... 23,5399 | 
Periodendurchschnitt 2,3540 
51 2820 198 2,5382 
52 2800 60 1.3534 
53 2810 96 2.1654 
54 2760 | 1733 | 23874 
Summe. ...... 8,4444 | 
| Periodendurchschnitt 2,1111 
55. 





*) Beiderseits Corneatrübung, 


1.(12.V.)| 5130 137 2,7067 
2. | 5020 205 3,9491 
3. 5130 58 1,0361 
4. 5060 255 3,7154 
5. | 5010 220 2,8974 
6. 50% 138 1,4017 
Summe... 2.2... 15,7064 
Periodendurchschnitt 2,6177 
7 | 4960 256 2,3492 ' 

8. 4870 170 1,4532 
9. 4760 194 1,5492 
10. 4640 160 1,6364 
11. 4550 128 1,7126 

12. | 4600 85 | 21971 ` 
) Summe. 2.2.2... | 10,8977 
i Periodendurchschnitt | 1,8163 








links mehr als rechts. 








1,8141 


1,8269 
2,4477 
0,7343 
2,3562 
1,9932 
1,1923 


10,5506 


1,7584 
2,1043 
1,6218 
1,6296 
1,7024 
1,8202 
2,2391 


11,1174 


1,8529 


0,8411 


0,888 


0,858 


*°) Motorische Schwäche an Hinterbeine 


0,672 


1,020 
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(Fortsetzung.) 
Ks Kot:N Haro-N + Kot-N| Nabrungs:N | Tägliche Nahrungszusammen- 
| Ne Bilanz setzung pro Tag 
u, 8 EN E E VEN BEER EC 
| | Weizeneiweiß. . .15g 
i Reis . 2... 2.0. 30 g 
Schweineschmalz . 8g 
| i Salzgemisch. . . . 1g 
Destilliertes Wasser 
| | 2 
| | | 
58,2 5,5446 | 27,7957 | 24,8790 
| | — 0,29167 
| | Wie vorher 
| 
Ä 
| 
t 
628, 6,1412 29,6811 24,8790 | 
| | — 0,48021 
| | Wie vorher 
| 
Ä 
21,3 | 1,9367 10,3811 9,9516 
| ` — 0,10737 | 
| 
uch 5. 
Weizeneiweiß .18g 
Reis... l...’ Og 
Butter. .... 10 g 
| Citronensaft . . 30 cem 
| | | - . | Salzgemisch . . 1g 
| Destilliertes Wasser 
43,1 | 2,2885 17,9949 18,2646 
| , + 0,0449 
| | | Salzgemisch ....lg 
| i Destilliertes Wasser 
0 | 


| 
| 
| 
Biochemische Zeitschrift Band 153. 30 


K. Schimizu: 

















Versuch 3. 
Versuchstag Körpergewicht Harnmenge | Harn-N Harn-C < | 
E ccm g g ES E 
| 3,0653 4,9552 
2,3478 2,019% ` 
4,3192 3,4484 
0,9016 0,8964 
2,8496 2,4624 
2,2528 1,6474 
15,7363 15,4294 
2,6227 2,5715 | 0,981 
2,9225 2,8498 ` 
2,6603 2,7342 
2,2312 2,4898 | 
3,5612 3,4786 
2,0100 2,3320 
2,6258 2,8161 
16,0110 16,7005 
2,6685 2,7834 1,043 
2,5548 2,7418 
2,3239 2,2170 
2,7145 2,5546 
3,1268 3,0763 
2,2746 2,3573 
2,5262 6,4241 
15,5208 183711 
Periodendurchschnitt 2,5868 3,0618 ` 1,184 
31 4260 102 2,6408 2,3820 
32 4200 195 2,6582 2,6208 
33 4160 218 2,2876 2,5820 Ä 
34 4180 189 2,1862 2,4767 
4150 255 ‚5008 3,2273 | 
36 4090 234 2,5012 6,3686 
Summe. ...... 14,7738 19,6574 | 
Periodendurchschnitt 2,4623 3,2762 ` 1,331 
37 4060 347 0,4375 1,1659 
38 3980 402 0,4787 1,1095 
39 3890 208 0,4080 0,7363 
40 3830 327 0,4352 0,7848 
41 3760 300 0,3993 0,6480 
42 3680 320 0,6052 1,1328 
Summe. ..... 2,7639 5,5773 
Periodendurchschnitt 0,4606: l 2,018 
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Tägliche 


l 
| Kotmenge Kot-N ‚Harn-N + KotN| NahrungsN 
g 8 g g 


Nahrungszusammen» 


Ne Bilanz setzung pro Tag 











Citronensaft . . 
Salzgemisch . . 1g 
Destilliertes Wasser 







18,1 1,0957 
| 
| 





| 
| 16,8320 
| + 0,2387 
| Weizeneiweiß.. . . 18g 
| l Reis ... 2... 408 
| | Schweineschmalz . 10 g 
Salzgemisch. . . . 1g 
| | Destilliertes Wasser 
306 | 2,1092 18,1202 | 
Ä | + 0,0139 
| | Wie vorber 
| 
| | 
Ä 
| 
36,9 2,9081 18,4289 18,2040 | 
— 0,0375 
Wie vorher 
| 
73,9 5,9842 20,7580 18,2040 
— 0,4256 
Salzgemisch. . . . 1g 
Destilliertes Wasser 
|o 
| 


30? 


Nochmals zum Wesen der Thrombinwirkung. 
(Richtigstellung zu der Arbeit von Stuber und Tannhauser.) 


Von 
Edgar Wöhlisch. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universität Würzburg.) 
(Eingegangen am 22. Oktober 1924.) 


Nach Stuber sind der gerinnungsauslösende Stoff des frischen Serums 
und das aus einem solchen nach A. Schmidt durch Alkoholfällung hergestellte 
Thrombin völlig verschiedene Dinge, da letztere Substanz durch eine für 
sie nicht permeable Membran hindurch die Gerinnung einer Fibrinogen- 
lösung herbeiführen könne. Meine Untersuchungen!) in dieser Frage 
führten mich zu einer Ablehnung der Stuberschen Ansicht. In der im Titel 
erwähnten Arbeit?), die mir leider verspätet zu Gesicht kam, glaubt 
Stuber wiederum die Unrichtigkeit meiner Ergebnisse nachweisen zu 
können. Mit der Darstellung, die er dabei von meiner Arbeitsweise und 
der Art meiner Schlußfolgerungen gibt, kann ich mich keinesfalls ein- 
verstanden erklären und sehe mich daher gezwungen, den wahren Sach- 
verhalt kurz klarzustellen. 

Stuber beschreibt bzw. kritisiert meine Versuche folgendermaßen: 
„Wöhlisch dialysiert nun in seinen Versuchen eine derartige Fibrinogen- 
lösung gegen 2 ccm wässeriger Thrombinlösung bzw. 2 cem Aqua dest. als 
Kontrolle, oder die Dialyse findet gegen 0,85proz. NaCl-Lösung statt.‘ 
Richtig müßte es hier heißen: oder die Dialyse findet gegen Thrombin 
in 0,85 proz. NaCl bzw. gegen 0,85proz. NaCl ohne Thrombin als Kontrolle 
statt" (S.380). Doch könnte man dies immerhin als abgekürzte Ausdrucks- 
weise gelten lassen, wenn nicht im folgenden diese Kontrollen, auf die alles 
ankommt, völlig übergangen würden. Ich gebe auch diese Stellen mit den 
von Stuber herrührenden Sperrungen wieder: „Bei der von Wöhlisch be- 
nutzten Versuchsanordnung muß es zu einer Herabminderung des Koch- 
salzgehalts der Fibrinogenlösung kommen. Das einfache Ansetzen einer 
unverdünnten Fibrinogenlösung im Reagenzglase als Kontrolle ist deshalb 
unzulässig und beweist nichts. Das wurde von Wöhlisch übersehen. Hätte 
er eine entsprechende Verdünnung analog den Dialyseversuchen angesetzt, 
so wären die Kontrollen ebenso geronnen, weil das von ihm angewandte 
Herzfeld-Klingersche Fibrinogen so wenig stabil ist, daß es bei einer Ver- 
dünnung seines NaCl-Gehalts spontan gerinnt“ (S. 381. Und weiter: 
„Wir haben also den eindeutigen Nachweis erbracht, daß das von Wöhlisch 

1) Wöhlisch, diese Zeitschr. 145, 279, 1924. 

2) B. Stuber und S. Tannhauser, ebendaselbst 149, 374, 1924. 
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benutzte nach der Methode von Herzfeld und Klinger dargestellte Fibrinogen 
für Gerinnungsversuche durchaus ungeeignet ist. Es gerinnt schon spontan 
durch einfache Verdünnung. Die Nichtbeachtung dieser Tatsache, das Unter- 
lassen entsprechender Verdünnungskontrollen der Fibrinogenlösung, analog 
der Verdünnung bei der Dialyse, bedingten die unrichtigen Schlußfolgerungen 
von Wöhlisch“‘ (S. 381). 

Stuber setzt hier ganz ausdrücklich die Dialyseversuche in Gegensatz 
zu Reagenzglaskontrollen, bei denen eine Verdünnung nicht stattfindet, 
und er unterstellt mir, daß meine Schlußfolgerungen auf einem Vergleich 
der Dialysen mit den Reagenzgläsern basierten. Diese Darstellung ist 
objektiv unrichtig. Richtig ist vielmehr, daß in sämtlichen fünf von mir 
mitgeteilten Versuchen als Kontrollen nicht Reagenzglasversuche, sondern 
selbstverständlich ebenfalls, und zwar in gleicher Anzahl Dialysierversuche 
ohne Thrombin unter sonst völlig gleichen Bedingungen angestellt wurden, 
so daß ein eventuell eintretender Verdünnungseffekt in exakter Weise 
kontrolliert werden konnte. Dies ist in jedem Versuche ganz klar aus- 
gesprochen. Nur im ersten Versuch findet sich außer der Dialysekontrolle 
am Schluß auch noch die Bemerkung: ‚Der Rest der Fibrinogenlösung, 
der in einem Reagenzglase aufbewahrt war, erwies sich als völlig klar und 
flüssig.“ Dieser Satz hätte unbeschadet des Sinnes meiner Ausführungen 
ebensogut fehlen können, und in den übrigen vier Versuchen ist denn auch 
eine Reagenzglaskontrolle weder mitgeteilt noch angestellt worden. Woher 
nimmt also Stuber das Recht zu dem Vorwurfe des ‚,.Unterlassens entsprechen- 
der Verdünnungskontrollen der Fibrinogenlösung, analog der Verdünnung 
bei der Dialyse‘? Zum Beweise dafür, daß es sich nicht etwa um ein Mi. 
verständnis infolge undeutlicher Ausdrucksweise meinerseits handelt, 
gebe ich einen Versuch als Beispiel für die Art meiner Protokollführung 
wörtlich wieder. 

Versuch 3. 


Fibrinogenlösung aus Rinderblut. Thrombin in 0,85proz. Kochsalz- 
lösung. 

Dialysatorinhalt: 1,0 cem Fibrinogenlösung. 

Außenflüssigkeit: 2,0cem Thrombinlösung bzw. 2,0 ccm 0,85proz. 
NaCl-Lösung für die Kontrollen. 

Je drei Dialysatoren für den Thrombinversuch bzw. für die Kontrollen. 

Ergebnis. Nach 48 Stunden findet sich in allen sechs Gläsern!) bei 
Betrachtung gegen helles Lampenlicht eine feine staubartige Trübung, 
dagegen nirgends eine Spur eigentlicher Flockung oder Gerinnung. Irgend 
ein Unterschied zwischen den Thrombinversuchen und den Kontrollen 
besteht nicht. Der Versuch wird darauf abgebrochen, und die als Außen- 
flüssigkeit dienende Thrombinlösung wird zur Prüfung auf ihre Gerinnungs- 
aktivität der Fibrinogenlösung im Dialysator zugegeben. Es tritt überall 
feste Gerinnung ein. 


Ob die Stubersche Darstellung meiner Arbeitsweise zutreffend ist, 
wird der Leser hiernach entscheiden können. 

Die Abweichung meiner Versuchsergebnisse von denen Stubers wird 
auch durch die Stubersche Behauptung nicht erklärt, das von mir ver- 
wendete, nach Herzfeld-Klinger dargestellte Fibrinogen sei infolge seiner 
Labilität für derartige Versuche ungeeignet, denn: 


1) Ich verwendete Kollodiumglasdialysatoren. 
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1. Ein labiles Fibrinogen sollte ja gerade einen besonders empfindlichen 
Indikator für die angebliche membrandurchdringende Wirkung des Throm- 
bins abgeben. sSituber selbst erhält ja auch mit Herzfeld-Klingerschem 
Fibrinogen dieselben Resultate wie mit Hammarstenschem Fibrinogen, 
d.h.nach 24 Stunden völlige Gerinnung trotz Einschaltung einer Kollodium- 
hülse (S. 383, Versuch VII). 

2. Wie auf S. 238 meiner Arbeit ausdrücklich erwähnt, habe ich nur 
das Rinderfibrinogen nach Herzfeld-Klinger — also durch Fällung mit 
Kochsalz + Ammonsulfat — dargestellt. Das im Versuch 5 verwendete, 
nach Hammarsten dargestellte, Menschenfibrinogen ergab mir indes die- 
selben Resultate wie das Rinderfibrinogen: ‚In keinem der vier Dialysatoren 
findet sich nach 72 Stunden die Andeutung einer Gerinnung.“ (Zwei 
Thrombindialysen, zwei Kontrolldialysen gegen 0,85proz. NaCl.) 

Die Benutzung von Rinder- und Menschenblut statt Pferdeblut be- 
deutete selbstverständlich keine ‚absichtliche‘‘ Abweichung von der 
Stuberschen Arbeitsweise, wie dieser Autor glaubt annnehmen zu dürfen, 
vielmehr konnte ich seinerzeit trotz vielfacher Bemühungen das wesentlich 
leichter und angenehmer zu verarbeitende Pferdeblut nicht erhalten. 

Zum Schluß noch eine Frage, deren Beantwortung vielleicht mit zu 
einer Klärung der merkwürdigen Stuberschen Befunde, die von mir weiterhin 
nachuntersucht werden, führen kann: Was versteht Stuber eigentlich unter 
dem von ihm immer wieder verwendeten ‚„öproz. Thrombin nach Alexander 
Schmidi‘‘ ? 





Beiträge zur Kenntnis einiger bisher weniger studierter 
Inhaltsstoffe der Milch (Kuhmilch). I. 


Von 
B. Bleyer und 0. Kallmann. 


(Mitteilung aus dem chemischen Institut der landwirtschaftlichen Hoch- 

schule Weihenstephan und dem chemischen Laboratorium der wissen- 

schaftlichen Zweigstelle München der chemischen Fabriken Merck, 
Boehringer, Knoll [Lactanawerke)].) 


(Eingegangen am 24. Oktober 1924.) 


Die bisherigen chemischen Studien an der Milch haben sich fast 
ausschließlich mit dem Milchfett, den Kohlehydraten und den haupt- 
sächlichen Eiweißbestandteilen der Milch (Casein und Abkömmlinge, 
Molkeneiweißstoffe), zum Teil auch mit den Mineralstoffen beschäftigt. 
Die Begrenzung dieser Arbeiten liegt vor allem in der Methodik, die 
durch die komplizierte Beschaffenheit der Milch (emulsions- und suspen- 
sionskolloides System mit molekular- und iondispersen Beimengungen) 
erschwert ist. Ein großer Teil der chemischen Bearbeitungen der 
Milch ist auch unter dem Gesichtspunkte: Milch als Marktprodukt 
und Objekt der Überwachung entstanden, oder es wurden besondere 
Vorgänge, wie Labung, Gerinnung und dergleichen bearbeitet, während 
die Milch als biogenes Produkt in ihrem Zusammenhang mit den Lebens- 
vorgängen in der chemischen Literatur bisher nur stiefmütterlich 
behandelt wurde. 

Von diesem Gesichtspunkte ausgehend, wurde im folgenden ver- 
sucht, Beiträge zur Klärung dieser Zusammenhänge zu liefern. Um 
diesem Plane gerecht zu werden, wurden im besonderen Inhaltsstoffe 
der Milch zum Studium herangezogen, die eine Brücke zu anderen 
Produkten des Lebensvorganges im Säugetierkörper liefern. 

Solche bisher wenig beachtete Inhaltsstoffe der Milch gibt es 
in mannigfacher Art: Farbstoffe, stickstoffhaltige proteinogene und 
nicht-proteinogene Bestandteile, Mineralbestandteile usw. Es bedarf 
noch vieler Arbeit, um alle diese Stoffe, die durch die Konkurrenz 
der Hauptbestandteile der Milch bisher in den Hintergrund treten 
mußten, genauer kennenzulernen. 
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Wir mußten uns deshalb auf einige wenige Fragen der Gesamt- 
aufgabe beschränken, und zwar auf: 

A. den Reststickstoff der Milch, 

B. den wasserlöslichen Farbstoff der Milch, 

C. einige bisher wenig oder nicht bearbeitete Mineralstoffe der 

Milch (Salzbestandteile). 

Diese Fragen wurden in erster Linie in Angriff genommen, da 
ihre Beantwortung vielleicht am ehesten einen Rückschluß auf die 
Beziehungen der Milch zum Blute und auf die Deutung der verschiedenen 
Lactationstheorien zuläßt. 

Aus äußeren und verständlichen Gründen mußten wir ferner 
unsere Studien auf die Kuhmilch beschränken, dafür lagen aber die 
Voraussetzungen für die Untersuchungen an der Kuhmilch in unserem 
Falle sehr günstig, günstiger als diese gewöhnlich bei den Arbeiten 
über diesen Stoff anzutreffen sind. Viele Arbeiten über die Kuhmilch 
leiden nämlich an dem Umstande, daß sie jeweils an irgendwelchen 
Kuhmilchsorten des Handels angestellt werden mußten, deren Vor- 
geschichte öfters nicht bekannt und deren Eigenschaften und Bestand- 
teile deshalb nicht immer ein untrügliches Bild von der ‚Milch‘ geben 
können. Es war deshalb sehr willkommen, daß uns die Gelegenheit 
geboten war, unsere Untersuchungen in enger Anlehnung an eine große 
und wohl eingerichtete Molkerei durchzuführen, die ständig über sehr 
bedeutende Milchmengen und die daraus entstehenden Nebenprodukte 
verfügt. So war von vornherein die Gewähr geboten, daß jeweils nicht 
nur ganz frische und einwandfrei gewonnene und behandelte Milch 
in Angriff genommen werden konnte, sondern daß auch genügend 
Gelegenheit gegeben war, entweder Durchschnittsmilch von zahlreichen 
Milchtieren (die Werkmilch der in Frage kommenden Molkerei umfaßt 
das Gemelk von etwa 1400 bis 1500 Kühen eines fast einheitlichen 
Schlages, die wiederum unter fast einheitlichen Bedingungen des 
Futters usw. stehen), oder die Milch von Einzeltieren, oder die Milch 
der in einem gemeinsamen Stalle unter gleichen Bedingungen lebenden 
Tiere heranzuziehen. In diesem günstigen Umstand lag überhaupt 
die Voraussetzung für die ganze Arbeit, da nur auf einem solchen Wege 
die jeweils gewonnenen Zahlen einen größeren Wahrscheinlichkeits- 
wert erhalten, abgesehen von der Notwendigkeit, große Mengen von 
Milch und Nebenprodukten in Angriff zu nehmen, da die zur Bearbeitung 
stehenden Inhaltsstoffe nur in geringer Konzentration in der Milch 
zu erwarten waren. 


Reststiekstoff der Milch. 


Außer den drei allgemein anerkannten Eiweißstoffen der Milch — 
Casein, Albumin und Globulin — werden in der älteren Literatur noch 
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einige andere Proteine als ständige Inhaltsstoffe der Milch beschrieben und 
benannt, wobei es sich jedoch wohl in der Mehrzahl um nicht ausgefällte 
oder aber durch vorhergegangene Manipulationen veränderte Reste der 
bekannten Eiweißstoffe handelte. 

Hierher gehören die Albuminose von @. Morin, Bouchardat und 
Quevenne, das Lactoprotein von Millon und Commaille, die Stoffe Gelatine 
von G. Morin, Galaktozymase von Bechamp, Opalisin von Wroblewski, 
Galaktin von A. W. Blyth, Fibrin von Babcock, die Lactomucine von Storch, 
Siegfried, Völtz und Rosengren. 

Auch neuere Arbeiten auf dem Gebiete der stickstoffhaltigen Bestand- 
teile der Milch leiden an dem geschilderten Übelstand und an der Un- 
einheitlichkeit des Ausgangsmaterials; trotzdem kann nicht von der Hand 
gewiesen werden, daß wahrscheinlich in der Milch des Menschen und des 
Einhufers, von den anderen nicht näher untersuchten Milcharten ganz zu 
schweigen, und auch im Colostrum Eiweißstoffe vorhanden sind, welche 
sich nicht ohne weiteres unter die allgemein bekannten einreihen lassen. 
Aus dem Colostrum mit seinen in verschiedenen Stadien des Zerfalls be- 
findlichen Leucocyten und den Amyloidkörperchen wird man voraus- 
sichtlich noch eine Anzahl von Eiweißstoffen gewinnen können, welche 
in der reifen Milch nicht oder nur in Spuren vorhanden sind. Die Lacto- 
mucine bedürfen in dieser Hinsicht noch einer Nachbearbeitung, denn der 
Umstand, daß man wiederholt auf Stickstoffverhältnisse gestoßen ist, die 
auf das Vorhandensein von kohlenstoffreicheren Eiweißstoffen oder auf 
eine Verbindung von Kohlehydraten mit Eiweißstoffen schließen lassen, 
ist bemerkenswert. 

Frühere Untersucher wollten auch in frischer Milch Albumosen und 
Peptone gefunden haben, aber spätere Forscher (O. Hammarsten, F. Hof- 
meister, J. Dogiel, J. Sebelien, E. Roux u. a.) konnten die Frage noch nicht 
endgültig beantworten. 

Neben den Eiweißstoffen der Milch mußten natürlich andere stickstoff- 
haltige Bestandteile in ihrer Betrachtung zurücktreten. Man beobachtete 
allerdings schon frühzeitig eine Differenz zwischen dem Gesamtstickstoff 
der Milch und dem durch die Ausfällung der Eiweißstoffe wiedergefundenen 
Stickstoff. Gelegentlich bezeichnete man diese Differenz als ‚„Eiweißrest‘‘; 
nähere Untersuchungen unterblieben jedoch, obwohl inzwischen die Analyse 
der stickstoffhaltigen Bestandteile anderer Sekrete und Körperflüssig- 
keiten (Blut, Harn u. a.) sehr gepflegt und ausgebaut wurde. 

Harnstoff wurde in der Milch schon von @. Morin vermutet, durch 
Bouchardat-Quevenne nachgewiesen. Ammoniak wurde auf Grund der 
Untersuchungen von A. Trillat- B. Santon, W. N. Berg- H C. Sherman und 
H. Rietschel nicht als normaler Bestandteil der Milch angesehen, höchstens 
wollte man Spuren gelten lassen. Außerdem wurde gelegentlich von der 
Anwesenheit von Kreatin, Kreatinin, Hypoxanthin, Xanthin, Rhodan- 
salzen gesprochen, dagegen wurde Harn- und Hippursäure nicht erwähnt. 
Einfache oder gepaarte Aminosäuren wurden schon von F. Hofmeister, 
später von Backhaus-Cronheim, Stritter und H. Rietschel auf Grund ihrer 
allgemeinen Reaktionen vermutet, jedoch nicht im einzelnen nachgewiesen, 
auch nicht bezüglich ihrer Präexistenz. 

' Bei den nicht umfangreichen Bearbeitungen des stickstoffhaltigen 
Extraktivstoffes ist es auch erklärlich, daß Zahlenangaben hierüber be- 
sonders spärlich sind. Nach den Analysen von J. Munck entfällt von 
dem gesamten Stickstoff der Kuhmilch knapp Lie auf den sogenannten 


462 B. Bleyer u. O. Kallmann: 


Extraktivstickstoff. Camerer und Söldner bestimmten in dem Filtrate von 
dem Eiweißgerbsäureniederschlag den Stickstoff teils nach Kjeldahl und teils 
nach Hüfner (mit Bromlauge) und fanden so in der Kuhmilch 18 mg-Proz. 
Stickstoff nach Hüfner (in der Hauptsache Harnstoff). 


Die nicht eiweißartigen, stickstoffhaltigen Bestandteile des Blutes 
und des Harnes sind bekanntlich in neuerer Zeit Gegenstand zahlreicher 
und eingehender Untersuchungen einer ganzen Anzahl von Forschern 
gewesen. Dieser Nicht-proteinstickstoff repräsentiert den sogenannten 
Reststickstoff, d. h. denjenigen Stickstoff, welcher nach vollständiger 
Entfernung der koagulablen Proteinstoffe noch im Filtrat zurückbleibt. 

Als Träger des Reststickstoffs sind in erster Linie Harnstoff, 
Kreatin, Kreatinin, Harnsäure, Purinbasen, Carbaminsäure, Ammoniak, 
Hippursäure, Allantoin zu nennen. Es gehören aber auch noch die 
Mucoide und Mucine, die Aminosäuren, die Amine und schließlich 
noch die umstrittene Oxyproteinsäure, Antoxyproteinsäure, Alloxy- 
proteinsäure, sowie die Albumosen, Peptone und noch einige wenig 
studierte Substanzen hinzu. 

Die Literatur über diesen Gegenstand — Reststickstoff des Blutes 
und des Harnes — ist in den letzten Jahren geradezu unübersichtlich 
geworden. Dutzende von Methoden zur Vorbereitung des Unter- 
suchungsmaterials (hauptsächlich Enteiweißung), zur Bestimmung 
und Trennung der einzelnen Reststickstoffbestandteile sind vor- 
geschlagen, wieder verworfen, verbessert oder ergänzt worden. Es 
ist dies ein Zeichen dafür, daß die Methodik an sich eine schwierige ist. 
Tatsächlich ist bei der Anwendung der jeweils bestausgearbeiteten 
Verfahren größte Peinlichkejt und Geschicklichkeit im Arbeiten not- 
wendig, um auch nur einigermaßen übereinstimmende und befriedigende 
Ergebnisse zu erzielen; die verständlichen Schwierigkeiten, die vor 
allem in der eindeutigen Trennung der Reststickstoffbestandteile liegen, 
sind sehr erheblich. 


Man ist wohl berechtigt, auch bei der Milch von einem , Rest- 
stickstoff‘‘ zu sprechen, wenn auch dieser Ausdruck bisher noch nicht 
gebraucht wurde. Wir verstehen darunter den Stickstoffanteil, der 
nach möglichst vollständiger Entfernung der koagulierbaren Protein- 
stoffe zurückbleibt. 


Trotz dieser einfach erscheinenden Beziehungen zwischen Blut 
und Milch bezüglich Reststickstoff liegen doch die Voraussetzungen 
für die Erfassung des Stickstoffanteils bei beiden Stoffen sehr ver- 
schieden. Das Blutserum läßt sich leicht und ohne Anwendung von 
störenden Eingriffen gewinnen. Das entsprechende Milchserum ist 
schon mehr oder weniger ein Kunstprodukt und läßt die Möglichkeit 
.zu, daß hinsichtlich der ursprünglichen Stickstoffbestandteile bei der 
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Bereitung des Milchserums eine Veränderung vor sich gegangen ist. 
Aus praktischen Gründen wird das Milchserum durch Auslabung oder 
durch natürliche bzw. künstliche Säuerung der Milch gewonnen. Durch 
beide Vorgänge wird bekanntlich der Haupteiweißbestandteil der Milch, 
das Casein, ausgeschieden. Man hat dann die Molke, und zwar die 
Labmolke bzw. die Sauer- oder Quargmolke. Alle Maßnahmen, zu 
den Reststickstoffbestandteilen der Milch zu kommen, müssen vor- 
läufig auf diese Methoden zur Caseinentfernung zurückgeführt werden; 
die Ultrafiltration hat sich leider noch nicht ergiebig und sicher genug 
erwiesen, die Filtration durch Ton (zur Entfernung des Caseins) liefert 
ebenfalls wegen Adsorptionserscheinungen ungenügende Ergebnisse, 
Elektrodialyse und Elektroosmose sind methodisch und apparativ noch 
nicht leistungsfähig. 

Es war deshalb erforderlich, durch eingehende Vorversuche sich 
zu orientieren, welchen Einfluß die Aufbereitung der Molke auf die 
nicht hitzekoagulierbaren Stickstoffbestandteile hat. Die Gewinnungs- 
möglichkeiten der Molke und die Verfahren, die zur Entfernung der 
eigentlichen Proteine angewendet werden können, sind sehr verschieden. 
Erfahrungsgemäß ist es schwierig, die Molke vollständig vom hitze- 
koagulierbaren Protein zu befreien; es werden deshalb die mannig- 
faltigsten Methoden angewendet. Teils wird vor der Erhitzung Säure 
zugesetzt, teils wiederum Alkali, die Art und Menge der zuzusetzenden 
Säure ist verschieden usw. So war die Aufgabe, die hitzekoagulierbaren 
Stickstoffbestandteile der Milch bzw. der Molke von den nicht-hitze- 
koagulierbaren zu trennen, nicht einfach, da die Möglichkeit nahe lag, 
daß durch den Eingriff aus den an sich hitzekoagulierbaren Stoffen 
solche entstehen, die sich der Kondensation durch Wärme entziehen. 

Da weder aus Literaturangaben, noch aus der Erfahrung heraus 
ein genügender Anhalt gegeben war, mußten mühsame Vorversuche 
angestellt werden. Um einwandfreien Durchschnittswerten nahezu- 
kommen, bei denen Laboratoriumszufälligkeiten ausgeschaltet waren, 
gingen wir von frischer, normaler Labmolke aus, wie sie in üblicher 
Weise beider Lab -Weichkäserei abfällt. Wir entnahmen von einer großen 
Menge solcher Molke, die wiederum der Durchschnittsmilch einiger 
Hundert Kühe verschiedenen Alters und verschiedener Lactation 
entstammt, also eine wirkliche Durchschnittsmolke mit mutmaßlicher 
Ausgleichung aller kleinen Unterschiede darstellt, einen ausreichenden 
Anteil. Dieser wurde rasch bis zur praktisch vollständigen Entfernung 
des Fettes und des eventuell noch grob mechanisch verteilten Käse- 
staubes zentrifugiert. Einen Teil der so vorbereiteten Molke verwendeten 
wir für sich zum Studium des Einflusses von chemischen Agenzien 
auf die Stickstoffbestandteile unter Variierung des Zusatzes von Säure 
und Lauge; einen weiteren Anteil der gleichen Molke dampften wir 
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schnell und verlustlos im Hochvakuum auf 6° Bé — spezifisches Ge- 
wicht 1,0594 — und einen dritten Anteil im Vakuum noch weiter bis 
auf 100 Bé — spezifisches Gewicht 1,0871 — ein. 

Da der Vorgang der Milchentnahme, der Molkenbereitung und 
der Molkenaufarbeitung sich in wenigen Stunden vollzog, konnten 
nach Voraussicht und Erfahrung keine wesentlichen Veränderungen 
im Gefüge der Eiweißstoffe der Molke eingetreten sein. Die höchsten 
Temperaturen beim Einengen im Vakuum lagen bei 50°, also noch 
wesentlich unter der Gerinnungstemperatur der gewöhnlichen Eiweiß- 
stoffe. 

So konnte angenommen werden, daß die Durchführung der Ver- 
suche unter den angegebenen Bedingungen ein gutes Durchschnittsbild 
von den tatsächlichen Verhältnissen ergeben würde. 

Die Hitzekoagulation wurde in der üblichen Weise durch langsames 
Erwärmen der Molke über freier Flamme, Aufkochenlassen und sofortige 
Filtration in der Hitze, Trocknen und Wägen des Koagulums durch- 
geführt. Der Gehalt an Stickstoff wurde durch Kjeldahlbestimmung 
gemessen. Als ein durch Hitze nicht koagulierbarer Proteinstickstoff 
wurde der N-Anteil angesehen, der durch die gewöhnlichen Eiweiß- 
bestimmungsmethoden nicht eıfaßbar war. Als orientierendes Maß 
hierfür wurde die Esbach- Aufrechtsche Methode benutzt, deren Fällungs- 
wert durch mehrere gleichzeitig erfolgte Reinproteinbestimmungen 
nach Stuizer- Barnstein (Fällung mit Kupferhydroxyd und Verbrennung 
des Kupfereiweißniederschlages nach Kjeldahl) gemessen wurde und 
hieraus der nicht-hitzekoagulierbare Proteinstickstoff, ausgedrückt in 
Grammen pro Liter, errechnet. Der Rest des nach den vorangegangenen 
Bestimmungsweisen nicht wiedergefundenen Stickstoffs wurde als 
nicht-hitzekoagulierbarer Nicht-proteinstickstoff = Reststickstoff be- 
zeichnet. Bei allen Rechnungen wurden die gegebenenfalls eingetretenen 
Verdünnungen durch Säure- bzw. Laugenzusatz berücksichtigt. 

Die bei den Versuchen benutzte Sauermolke (Quargmolke) wurde 
durch spontane Säuerung von Magermilch unter normalen üblichen 
Verhältnissen gewonnen. Sie wurde, wie die Labmolke, zentrifugiert. 
und sogleich verarbeitet. Eine Einengung wurde bei dieser Molke 
unterlassen. Der Gehalt an Säure wäre in der konzentrierten Molke 
so groß, daß eine auch nur halbwegs befriedigende Enteiweißung nicht 
möglich wäre. Quargmolke kommt deshalb nur in natürlichem, nicht 
konzentriertem Zustande zur Ausfällung. Auch hier wurde die Variierung 
der Versuchsbedingungen durch verschiedenen Zusatz von Salzsäure, 
Essigsäure, Milchsäure and Ätznatron vorgenommen. 

Zu den Versuchen ist zu bemerken: 

1. Es ist nicht gleichgültig, bei welcher Säurekonzentration man 
die Hitzekoagulation der Proteine der Molken (Milchserum) vornimmt. 
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Der günstigste Fällungspunkt liegt für normale Lab- und Sauermolke 
in dem Bereich von py = 4,4 bis 4,6. In diesem Bereich liegt der iso- 
elektrische Punkt für die Gemische der hitzekoagulierbaren Proteine 
der beiden Molkenarten. 

2. Der durch Hitze nicht koagulierbare Anteil an N-Bestandteilen 
ist erheblich und war in der Größenordnung nicht ohne weiteres zu 
erwarten. Die erhaltenen Zahlen sind nur relativ vergleichbar, da die 
benutzte Methode (Esbachfällung) keine absoluten Werte liefert. Bei 
gleicher Versuchsanstellung gibt aber auch diese Anordnung ein gutes 
Bild über die Bewegung der Stickstoffbestandteile des Milchserums 
bei der Hitzekoagulation und bei variierten Säure- und Alkalizusätzen. 

Die Einzelheiten lassen sich ohne weiteres aus den Tabellen I 
bis IV entnehmen. 

Bei diesen Versuchen, die in kürzester Zeit durchgeführt werden 
mußten und viele Einzelanalysen erforderten, konnten wir die Mit- 
wirkung von Herrn Dr. Stephan Diez in Anspruch nehmen, der unter 
anderen Gesichtspunkten und mit anderer Zielsetzung ähnliche Ver- 
suche durchzuführen hatte und hierüber anderweitig berichtete!). 

Eine willkommene Bestätigung unserer Arbeiten sehen wir in der 
nach Durchführung unserer Versuche erschienenen Veröffentlichung 
von W.Grimmer, C. Kurtenacker und R. Berg?) „Zur Kenntnis der 
Serumeiweißkörper der Milch“. Bei etwas verschiedener Anordnung 
der Versuche kommen diese Autoren zu den gleichen oder doch zu 
sehr ähnlichen Ergebnissen wie wir, d. h. auch in diesem Falle war der 
Anteil der durch Hitze nicht ausfällbaren N-Bestandteile der Milchseren 
entgegen den Erwartungen groß; an Stelle der Esbachschen Pikrinsäure- 
methode benutzten die Autoren die Gerbsäure- und Phosphorwolfram- 
säurefällung in den nach der Erhitzung anfallenden Filtraten. 

Nachdem nun durch die Vorversuche Klarheit bestand, daß in 
der Milch bzw. in den Milchseren erhebliche und die spärlichen Angaben 
des Schrifttums weit übersteigende Mengen von Reststickstoffsubstanzen 
vorhanden sind, ergab sich die Notwendigkeit, nunmehr auch den 
tatsächlich präformierten Reststickstoff in der Milch und in den Milch- 
seren zu ermitteln. Wir beabsichtigen damit nicht nur, bisherige Arbeiten 
auf diesem Gebiete nachzuprüfen, sondern auch noch darüber hinaus 
Aufschluß zu erhalten, ob bei den typischen Aufbereitungsmethoden 
der Milch, nämlich bei der Labung bzw. bei der Säuerung bei der dabei 
bewirkten Ausscheidung des Caseins (Labungscasein = Käsestoff bei 
der Labkäserei bzw. Säuerungscasein — Casein bei der Quarg- oder 


1) Stephan Diez, Diss. d. Techn. Hochschule München 1923: Beiträge 
zur Kenntnis der Eiweißstoffe der Molke. 

2) W. Grimmer, C. Kurtenacker und R. Berg, diese Zeitschr. 187, 465, 
1923. 
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Sauerkäserei und Caseinfabrikation) aus dem genuinen, präformierten 
Caseinmolekül Bruchstücke abgespalten werden, die als Reststickstoff- 
bestandteile sich repräsentieren oder, mit anderen Worten: enthalten 
die typischen Milchseren mehr (oder weniger) Reststickstoffbestandteile 
als die jeweils dazu gehörige genuine Milch? Bekanntlich ist der Ge- 
rinnungsvorgang der Milch noch nicht endgültig geklärt. Man nimmt 
zwar meist nach O. Hammarsten an, daß bei der Säuregerinnung der 
Milch das genuine Casein ohne Veränderung aus seinem dispersen Zu- 
stande in den Gelzustand übergeht, während bei der Labgerinnung 
das genuine Casein die Absplitterung eines stickstoffhaltigen, hitze- 
koagulierbaren, vorher nicht vorhandenen Bruchstückes, dessogenannten 
Molkenproteins, erfährt. Es ist in diesem Zusammenhang die Frage 
noch nicht aufgeworfen worden, ob nicht überhaupt bei diesen Vor- 
gängen Veränderungen in dem Gefüge des genuinen Moleküls sich 
abspielen, die sich bisher der Beobachtung entzogen. Die Produkte 
dieser Veränderungen könnten wasserlöslich, nicht hitzekoagulierbar, 
dabei aber doch stickstoffhaltig sein und so zu der eventuellen 
Differenz zwischen dem präformierten Casein und dem durch die Ge- 
rinnung entstehenden geronnenen Casein gehören. Die einwandfreie 
Entscheidung dieser Frage würde erheblich zu der Frage des Gerinnungs- 
vorganges der Milch beitragen können; unseres Wissens ist über diesen 
Gegenstand mit der geschilderten Fragenstellung bisher noch nicht 
gearbeitet worden. 


Die einzige Arbeit, die sich bisher mit dem Nichteiweißstickstoff 
der Kuhmilch beschäftigt hat, ist von W. Denis und A.S. Minot!) 
veröffentlicht worden. In dieser sind als Erfolg einer mehr als ein- 
jährigen Arbeit „Methoden für die quantitative Bestimmung des 
Nicht-proteinstickstoffs‘‘ niedergelegt. 


Diese Untersuchungen wurden von W. Denis und A. S. Minot in 
dem Glauben unternommen, daß die Verfahren, die zur Bestimmung 
der Nicht-proteinbestandteile des Blutes in Gebrauch sind, auch ohne 
weiteres für die Analyse der Milch angewendet werden könnten. Sie 
mußten jedoch bald erkennen, daß dies wegen der ganz anderen 
chemischen Zusammensetzung der Milch nicht möglich war. Deshalb 
wurden von ihnen neue Methoden ausgearbeitet, wobei sie ihren Be- 
stimmungen die folgende Einteilung zugrunde legten: 

Gesamt-nicht-proteinstickstoff, 
Harnstoff, Aminostickstoff, 
Kreatin, Kreatinin, 
Harnsäure. 


1) W. Denis und A. S. Minot, Journ. of biol. Chem. 87, 353, 1919. 
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Für die Bestimmung des Nicht-proteinstickstoffs der Milch ist es 
nach ihrer Ansicht unbedingt notwendig, daß nicht nur die Proteine, 
sondern auch der Milchzucker und das Fett entfernt werden. Sie er- 
reichen dieses Ziel, indem sie zwei Fällungen vornehmen. In der ersten 
Fällung befreien sie die Milch von Protein und Fett durch Erhitzen 
mit Kupfersulfatlösung im Wasserbade, während sie durch die zweite 
den Milchzucker fortschaffen, indem sie zu dem Filtrat vom Kupfer- 
sulfatniederschlag eine Calciumhydroxydaufschlemmung hinzugeben . 
und so den Milchzucker durch das gebildete Kupferhydroxyd ausfällen. 
Sie verwenden Calciumhydroxyd an Stelle von Natronlauge, weil sich 
der Überschuß des ersteren leicht wieder vollständig entfernen läßt. 

Werden bei Bestimmungen nach diesem Verfahren Ammonsalze, 
Harnstoff, Kreatin und Kreatinin hinzugegeben, so lassen sich die 
zugesetzten Mengen ohne Verlust durch die beiden Fällungen hindurch- 
führen. Harnsäure dagegen wird vollständig abgeschieden. Da sie 
aber nur einen kleinen Teil des Gesamt-nicht-proteinstickstoffs dar- 
stellt, so ist der bei der Bestimmung entstehende Fehler nicht groß. 
Große Schwierigkeiten bereitete es den Autoren jedoch, die Amino- 
säuren, die sich als unlösliche Kupferverbindungen abscheiden, in 
Lösung zu halten. Es gelang ihnen aber schließlich durch Zugabe 
kleiner Mengen ammoniakfreien Formaldehyds nach der ersten Fällung. 

Damit war die Methode zur Bestimmung des Nicht-proteinstickstoffs 
der Milch nach der Ansicht von W. Denis und A. S. Minot vollständig 
einwandsfrei. Eine Nachprüfung des Verfahrens ergab auch in der 
Tat ihren Angaben entsprechende Werte. Doch war von vornherein 
anzunehmen, daß mit dieser Methode nicht der gesamte Nicht-protein- 
stickstoff erfaßt sein konnte. 

Die Aufgabe dieser Arbeit wurde, wie bereits erwähnt, nicht allein 
in der Feststellung des Nicht-eiweißstickstoffs und seiner Bestandteile 
gesehen, sondern auch in der Festlegung der gesamten Stickstoff- 
verhältnisse bei Milch, Lab- und Sauermolken. Deshalb mußte danach 
getrachtet werden, die natürliche Zusammensetzung dieser Flüssig- 
keiten möglichst unverändert zu erhalten. Dies war nur möglich, 
wenn das Untersuchungsmaterial jeweils ohne Verzögerung aufgearbeitet 
wurde und wenn eine Entweißungsmethode gewählt worden war, die 
keine wesentlichen Veränderungen der präformierten Stickstoffbestand- 
teile zur Folge haben konnte. Nach vielen Bemühungen und ver- 
gleichenden Versuchen wurde schließlich die Enteiweißung durch Hitze- 
koagulation unter Zusatz geringer Mengen von Essigsäure vorgenommen. 
Bei Anwendung von Schwermetallsalzen, z. B. Uranylacetat oder 
Kupfersulfat, nach dem Verfahren von W. Denis und A.S. Minot 
wäre nicht nur eine Fällung des Eiweißes, sondern auch teilweise der 
Eiweißabbauprodukte und auch der Purinkörper erfolgt, so daß die 
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tatsächliche Zusammensetzung der Milch, Lab- und Sauermolken an 
Stickstoffbestandteilen nicht mehr einwandfrei erkennbar gewesen wäre. 
Zur Erfassung möglichst aller bisher bekannten, stickstoffhaltigen 
Substanzen wurde den Untersuchungen die folgende Einteilung zu- 
grunde gelegt: 
1. Bestimmung des Gesamtstickstoffs. 
2. Bestimmung des Eiweißstickstoffs. 
3. Bestimmung des Eiweißfiltratstickstoffs. 
4. Bestimmung des Albumosenstickstoffs. 
5. Bestimmung des Phosphorwolframsäurestickstoffs im Filtrat 
der Albumosenfällung. i 
6. Bestimmung des Purinbasenstickstoffs und des Harnsäure- 
stickstoffs. 
7. Bestimmung der Harnsäure. 
8. Bestimmung des Aminosäurestickstoffs. 
9. Bestimmung des Kreatinins und des Kreatins. 
10. Bestimmung des Harnstoffstickstoffs. 
ll. Bestimmung des Ammoniakstickstoffs. 
12. Bestimmung des Nicht-proteinstickstoffs nach W. Denis und 
A. 8. Minot. 


Bei diesen Untersuchungen wurden die Stickstoffbestimmungen 
nach Kjeldahl (Mikrokjeldahl) ausgeführt. Beim Arbeiten mit dieser 
Methode können einwandfreie Ergebnisse nur unter Berücksichtigung 
folgender Gesichtspunkte erzielt werden: 


1. Langsame Vornahme der Verbrennungen. 
2. Stete Ausführung von ausgiebigen Leerbestimmungen. 


Die Bestimmungen wurden mit n/70 Schwefelsäure und n/70 Natron- 
lauge unter Verwendung von Methylrot als Indikator ausgeführt. Die 
Verbrennungen, für die P,O,-haltige konzentrierte Schwefelsäure ver- 
wendet wurde, gingen leicht und glatt vonstatten, solange sie einfacher 
Art waren, d.h. solange es sich nur um Verbrennungen von 1 bis 3 ccm 
Flüssigkeit oder 0,1 bis 0,5g Substanz handelte. Schwierig durch- 
zuführen waren dagegen Stickstoffbestimmungen von Substanzen, die 
sich noch auf Filtern befanden, oder Stickstoffbestimmungen in größeren 
Flüssigkeitsmengen. Für solche Bestimmungen war peinlichste Auf- 
merksamkeit und Arbeiten bei ganz niederer Flamme geboten. Während 
für eine einfache Stickstoffbestimmung 2 ccm konzentrierte Schwefel- 
säure völlig genügten, mußten für eine Stickstoffbestimmung mit ab- 
gefilterter Substanz 4 ccm angewendet werden. Die Zeitdauer einer 
gewöhnlichen Bestimmung betrug etwa 11, Stunden, zu einer „Filter“- 
bestimmung muß man sich aber fast einen ganzen Tag Zeit lassen, um 
die Verbrennung auch tatsächlich ganz durchzuführen. Die Ausführung 





Inhaltsstoffe der Milch. I. 473 


von Leerbestimmungen ist stets nötig, weil die verwendeten Materialien 
nie vollkommen stickstofffrei sind. | 

Nach den Erfahrungen, die bei Anwendung dieser Methode ge- 
sammelt wurden, muß gesagt werden, daß sie bei sorgfältigem, ge- 
wissenhaftem Arbeiten einwandfreie Werte ergibt, und wir halten es 
für erforderlich, für spätere ähnliche Arbeiten auf die ganz peinliche 
Handhabung der Analysenbedingungen hinzuweisen, da sich sonst 
keine brauchbaren Ergebnisse erzielen lassen. 

Die Durchführung der einzelnen, in der obigen Übersicht zu- 
sammengestellten Bestimmungen der Stickstoffbestandteile von Milch, 
Lab- und Sauermolken geschah wie folgt: 


1. Bestimmung des Gesamtstickstoffs. 


Für die Gesamtstickstoffbestimmung der Milch wurden 25 cem Milch 
auf 250 ccm verdünnt und der Stickstoffgehalt von 5 cem dieser Lösung 
nach Kjeldahl bestimmt, wobei 20 ccm n/70 Schwefelsäure als Vorlage 
verwendet wurden. Bei den Lab- und Sauermolken wurden je 2 ccm Molken 
zur Bestimmung angewendet und ebenfalls 20 ccm n/70 Schwefelsäure 


vorgelegt. 
2. Bestimmumg des Eiweißstickstoffs. 


Die Ausführung der Eiweißstickstoffbestimmungen erfolgte nach dem 
Schererschen Verfahren!), und zwar für Milch wie folgt: 

10 ccm der von 25ccm auf 250 ccm verdünnten Milch wurden mit 
50 ccm Wasser unter Zugabe von 5 Tropfen 3proz. Essigsäure 30 Minuten 
im kochenden Woasserbade erhitzt und alsdann die trübe Flüssigkeit, aus 
der sich die Haupteiweißmenge ausgeschieden hatte, nach weiterem Zusatz 
von 1 bis 2 Tropfen 3proz. Essigsäure unter stetem Umrühren auf freier 
Flamme zum Aufkochen gebracht. Hierbei fiel das Eiweiß grobflockig 
aus und die überstehende Flüssigkeit wurde vollkommen klar. Das auf 
einem gehärteten Filter gesammelte Eiweiß wurde mit heißem Wasser gut 
ausgewaschen und der Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt. 


Bei den Lab- und Sauermolken wurden die Eiweißbestimmungen 
analog unter Verwendung von je 2ccm Molken durchgeführt. 

Als Vorlage für die Ammoniakdestillation waren für Milch 25 com, 
für Lab- und Sauermolken je 20 eem n/70 Schwefelsäure erforderlich. 

Die Bestimmung der Bestandteile des Nichteiweißstickstoffs erfolgte 
nun im Filtrat der Eiweißbestimmung. 

Zur Herstellung von 250 ccm des Eiweißfiltratse der Milch wurden 
10 ccm Milch auf 250 ccm verdünnt und in ganz gleicher Weise wie oben 
enteiweißt, wobei zunächst 2ccm 3proz. Essigsäure und beim Aufkochen 
auf freier Flamme dann noch Leem Säure hinzugegeben wurde. 

Das Eiweißfiltrat der Lab- und Sauermolken wurde analog gewonnen, 
jedoch wurden des geringeren Eiweißgehalts wegen für 250 ccm Filtrat 
je 50 cem Molken verwendet. Bei den Labmolken geschah dies unter Zugabe 
von ebenfalls 3cecem 3proz. Essigsäure, während die Sauermolken ohne 
Essigsäurezusatz enteiweißt wurden. 


1) E. Spaeth, Untersuchung des Harns, 4. Aufl., S. 505. Leipzig 1912. 
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8. Bestimmung des Eiweißfiliratstickstoffs. 

Zur Kontrolle, ob in den so hergestellten Eiweißfiltraten in der Tat 
der gleiche Stiokstoffgehalt vorhanden war, wie er rechnerisch durch Abzug 
des Eiweißstickstoffs vom Gesamtstickstoff gefunden war, wurden stets 
Bestimmungen des Stickstoffgehalts der Filtrate vorgenommen. 

So wurden bei der Milch z.B. 100 ccm des Eiweißfiltrats auf dem 
Wasserbade auf 5ccm eingeengt und dann der Stickstoffgehalt nach 
Kjeldahl bestimmt, wobei zur Destillation des Ammoniaks 10 ccm n/70 
Schwefelsäure vorgelegt wurden. 

Bei den Lab- und Sauermolken wurden diese Kontrollbestimmungen 
mit 50 ccm des Eiweißfiltrats durchgeführt unter Anwendung von 30 ccm 
n/70 Schwefelsäure als Vorlage bei der Ammoniakdestillation. Dabei 
zeigte sich, daß bei den Lab- und Sauermolken die gefundenen Werte 
mit den berechneten vollkommen übereinstimmten, daß jedoch bei der 
Milch, wohl.infolge der zu den Bestimmungen verwendeten kleinen Mengen, 
geringe Abweichungen in Kauf genommen werden mußten. 


d Bestimmung des Albumosenstickstoffs. 

Die Bestimmung des Albumosen- bzw. des im Eiweißfiltrat noch 
vorhandenen Eiweißstickstoffs wurde durch Aussalzen dieser Stoffe im 
schwach angesäuerten Eiweißfiltrat mit Zinksulfat vorgenommen. 

Es wurden 50 ccm des Eiweißfiltrats von Milch, Lab- und Sauermolken 
mit Leem l0proz. Schwefelsäure angesäuert und mit 65g Zinksulfat in 
der Kälte gesättigt. Nach dem Stehen über Nacht wurden die Albumosen, 
die sich an der Oberfläche der Flüssigkeit abgeschieden hatten, auf einem 
gehärteten Filter gesammelt und mit gesättigter Zinksulfatlösung genügend 
nachgewaschen. Das Filter mit den Albumosen wurde dann nach Kjeldahl 
verbrannt. Bei der Ammoniakdestillation wurden für Milch 10 ccm n/70 
Schwefelsäure und für Lab- und Sauermolken je 20 ccm vorgelegt. 


6. Bestimmung des Phosphorwolframsäurestickstoffs im'F'ütrat der 
Albumosenfällung. 

Im Filtrat der eben beschriebenen Zinksulfatfällung wurde dann der 
Phosphorwolframsäurestickstoff bestimmt, um den Peptonstickstoff zu 
erfassen. Da eine quantitative Bestimmung des Peptonstickstoffs bei 
Gegenwart von Fleischbasen zurzeit noch nicht durchführbar ist, wurde 
versucht, ihn mit Hilfe dieser Fällung rechnerisch zu ermitteln. 

Die Filtrate der Zinksulfatfällung von Milch, Lab- und Sauermolken 
wurden mit 4ccm konzentrierter Schwefelsäure angesäuert, um das Aus- 
fallen unlöslicher Zinkverbindungen zu verhindern und dann mit 20 ccm 
10Oproz. Phosphorwolframsäurelösung versetzt, wodurch annähernde Sätti- 
gung der Flüssigkeit mit Phosphorwolframsäure erreicht war. Nach 12stün- 
digem Stehen wurde der entstandene Niederschlag durch ein gehärtetes 
Filter abfiltriert, mit 30 Proz. Schwefelsäure nachgewaschen und der Stick- 
stoffgehalt nach Kjeldahl bestimmt. Bei der Destillation des Ammoniaks 
wurden für Milch 15 ccm, für Lab- und Sauermolken je 20 cem n/70 Schwefel- 
säure als Vorlage verwendet. 


6. Bestimmung des Purinbasenstickstoffs und des Harnsäurestickstoffs. 
Die Voraussetzungen für die Bestimmung liegen besonders schwierig. 
Anerkanntermaßen und auf Grund eigener Vorversuche eignet sich zur 
Abscheidung der Purinbasen am besten das Krüger-Schmidische Verfahren!). 


e 


1) E. Spaeth, Le: Krüger-Schmidi, Zeitschr. f. physiol. Chem. 45, 1, 1905. 
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Bei diesem Verfahren werden die Purinbasen zusammen mit der Harn- 
säure durch Kupfersulfat und Natriumbisulfat als Kupferoxydulverbin- 
dungen gefällt und die Harnsäure alsdann durch Eindampfen mit Salzsäure 
entfernt. Wegen der in Milch und Molken vorhandenen großen Milchzucker - 
mengen erwies es sich jedoch als unmöglich, die Harnsäure durch Einengen 
auf ein kleines Volumen zur Kristallisation zu bringen. Deshalb wurde der 
Stickstoffgehalt der Purinbasen gemeinsam mit dem der Harnsäure bestimmt 
und dann der reine Purinbasenwert durch Abzug des für sich ermittelten 
Harnsäurestickstoffse vom gefundenen Stickstoffgehalt erhalten. 


Damit sind aber die Schwierigkeiten noch nicht behoben. Die Ausgangs. 
flüssigkeit muß noch entsprechend vorbereitet werden, um auch ganz sicher 
zu gehen, daß keine Albumosen und Peptone mitgefällt werden. Es be- 
steht zwar vielfach die Meinung, daß durch die Krüger-Schmidtsche Methode 
diese Stoffe nicht mitgefällt würden. Bei den durchgeführten Bestimmungen 
zeigte sich aber, daß aus dem Essigsäureserum der Milch bei dem in Frage 
kommenden Verfahren N-haltige Stoffe mitgefällt werden, die nichts mit 
den Purinbasen zu tun haben. Wir behandelten deshalb das Essigsäure- 
serum noch besonders mit überschüssiger Sulfosalicylsäure (auf 10 ccm 
Milch bzw. Molke bzw. dem daraus anfallenden Essigsäureserum 1,5 g 
Sulfosalicylsäure) und auch nach der Ronaschen Enteiweißungsmethode 
mit dialysiertem Eisenoxyd. Wir erhielten so für die Fällung der Purin- 
basen Voraussetzunger ‚ die uns vorteilhaft erschienen. Trotzdem aber 
müssen wir noch die Vorsicht walten lassen, die schließlich erhaltenen 
Werte für Purinbasenstickstoff mit einem Fragezeichen zu versehen. Die 
Ursache hierfür liegt in den ohne Zweifel in der Milch bzw. den Milchseren 
enthaltenen essentiellen Aminosäuren. Es steht noch keineswegs fest, ob 
und in welchem Ausmaß Aminosäuren bei der Krüger-Schmidtschen Methode 
mitgefällt werden. Die meisten Aminosäuren geben zwar, als Substanz an- 
gewendet, unter den Verhältnissen der fraglichen Methode mit Kupfer- 
salzen bzw. Kupferoxydul keine Fällung, wohl aber ist eine solche Fällung 
zum wenigsten für Glykokoll und Cystin bzw. Cystein sehr gut möglich. 
Map muß deshalb damit rechnen, daß bei der Purinbasenfällung mehr oder 
weniger diese Aminosäuren mitgefällt werden; allerdings ist der Betrag 
ein vollständig unkontrollierbarer. 

Wir kamen zu dieser Anschauung, da der Purinbasenwert besonders 
bei der Sauermolke größer ist und mit dem Aminosäurewert gleichmäßig 
ansteigt. Es besteht daher guter Grund, zu glauben, daß gerade unter den 
Aminosäuren der Sauermolke Cystin bzw. Cystein angereichert ist, so daß 
sich daraus unter Umständen auch ein höherer Purinbasenwert ergeben 
müßte. Bei der Kleinheit der Verhältnisse mußten wir uns versagen, durch 
Schwefelbestimmungen in der sogenannten ‚„Purinbasenfällung‘‘ unsere 
Vermutung zu belegen. Wir haben aber keinen Grund, daran zu zweifeln, 
daß in der Milch und in den Milchseren Purinbasen vorhanden sind; auch 
nach Abzug der Harnsäure und des gesamten Aminosäurestickstoffs ver- 
blieben noch Stickstoffreste, die auf Rechnung der Purinbasen zu setzen 
sind. Diese so konstruierten Purinbasenwerte sind immer noch im Verhältnis 
zu den Harnsäurewerten bemerkenswert hoch. Eine Hypothese hierzu 
aufzustellen, steht uns bei Berücksichtigung der nicht stichhaltigen Methodik 
nicht zu. 

Zur Ausführung der Bestimmung wurden 50 cam des mit Sulfosalioyl- 
säure bzw. mit Eisenoxyddialysat noch besonders vorbehandelten Eiweiß. 
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filtrats (beide Verfahren sind gleichwertig) von Milch, Lab. und Sauer- 
molken der Vorschrift entsprechend mit Natriumacetat, Natriumbisulfit 
und Kupfersulfat behandelt und der Stickstoffgehalt des gut ausgewaschenen 
Niederschlages nach Kjeldahl bestimmt. Dabei wurden als Vorlage für die 
Ammoniskdestillation für Milch 10 ccm und für Lab- und Sauermolken 
je 15 ccm n/70 Schwefelsäure verwendet. 


7. Bestimmung der Harnsäure. 


Die Bestimmung der Harnsäure stößt auf besondere Schwierigkeiten, 
da bei den kleinen Werten methodische Fehler sehr ins Gewicht fallen. 
Der Harnsäuregehalt wurde schließlich kolorimetrisch nach einem von 
Prof. Dr. S. Thannhauser, München, II. medizinische Klinik!), bei Blut- 
und Harnuntersuchungen angewendeten Verfahrens ermittelt. Diese Methode 
besitzt gegenüber der von W. Denis und A. S. Minot?) angegebenen den 
Vorzug großer Einfachheit und liefert gute Resultate. Während W. Denis 
und A. S. Minot die Harnsäure mit Zinkacetat fällen, sie dann isolieren 
und erst die freie Säure mit Phosphorwolframsäure kolorimetrisch bestimmen, 
wird bei der Thannhauserschen Methode die Bestimmung direkt im Eiweiß- 
filtrat mit Hilfe von Arsenwolframsäure vorgenommen. 

Die zur Ausführung dieser Bestimmung erforderliche Stamm -Harn- 
säurelösung und Arsenwolframsäurelösung wurden nach den von S. Thann- 
hauser angegebenen Vorschriften hergestellt. 

Die Harnsäurestammlösung enthält 1 g Harnsäure und 0,5 g Lithium- 
carbonat, gelöst in 1 Liter Wasser unter Zugabe von 25 ccm 40proz. Form- 
aldehyd und 50 ccm 2öproz. Essigsäure, also l mg Harnsäure in 1l ccm 
Das Arsenwolframsäurereagens stellt eine durch Bromwasser entfärbte 
Lösung von 10proz. wolframsauren Natrium und 12,5proz. Arsensäure- 
anhydrid dar. Es besitzt eine gelbe bis gelblich-blaue Farbe. 

Die Eichung des Kolorimeters wurde mit 20 ccm einer Testlösung 
vorgenommen, die lccm Harnsäurestammlösung in 100 ccm Wasser ent- 
hielt, so daß der Höchstwert des Kolorimeters bei 0,2 mg Harnsäure lag. 

Zur Ausführung der Bestimmung wurden dann 20 ccm der Testlösung 
= 0,2 mg Harnsäure in einem 100-ccm-Meßkolben auf etwa 80 ccm ver- 
dünnt, 10 ccm 1l0proz. Natriumcyanidlösung, wie 2ccm Arsenwolfram - 
säurereagens hinzugegeben und auf das Volumen aufgefüllt. Nach 15 Mi- 
nuten langem Stehenlassen, zur Entwicklung der vollen Farbintensität, 
war die tiefblau gefärbte Lösung zum Vergleich mit der gleichzeitig ange- 
gesetzten Untersuchungslösung bereit. 

Für die Bestimmung der Harnsäure bei der Milch wurden 80 ccm 
Eiweißfiltrat verwendet, die dann ganz analog mit Natriumcyanidlösung 
und Arsenwolframsäurereagens versetzt und in gleicher Weise wie die 
Testlösung behandelt wurden. Bei den Lab- und Sauermolken dagegen 
wurden des voraussichtlich größeren Gehaltes wegen 25 bis 50 ccm Eiweiß- 
filtrat benutzt. 

Diese Methode liefert einwandfreie Resultate, wenn a) die Unter- 
suchungs- und die Testlösung gleichzeitig angesetzt werden und b) die 
Beobachtung stets unter den gleichen Bedingungen erfolgt. 

Zu a): Längeres Stehen der Lösung bedingt Abnahme der Farb- 
intensität und dadurch vollständig unrichtige Werte. 


1) Noch nicht veröffentlicht. 
3) Le 
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Zu b): De festgestellt wurde, daß die Beobachtung bei Tageslicht 
infolge der stets wechselnden Lichtverhältnisse wesentliche Schwankungen 
in den Resultaten bei sonst völlig gleichen Versuchsbedingungen mit sich 
bringt, so wurde nach längeren Versuchen eine besondere Apparatur gebaut, 
die, obwohl sie nur eine behelfsmäßige war, doch die gestellten Anforderungen 
erfüllte. 

Diese Apparatur besteht aus einem dreifächerigen Holzgehäuse mit 
abnehmbarem Deckel. An der Vorderwand des Gehäuses befindet sich 
die Beobachtungsöffnung in Höhe des Beobachtungsfeldes des Kolori- 
meters. In 20cm Abstand von der vorderen Wandung ist eine weitere 
Wand eingefügt, die ganz gleich wie diese beschaffen ist, also eire in gleicher 
Höhe liegende Öffnung besitzt und den Zweck hat, das Beobachtungsfeld 
des dahinter aufgestellten Kolorimeters stets in gleicher Entfernung vom 
Beobachter zu halten. Die zweite Wand, die zwischen dem Kolorimeter und 
der Hinterwand steht, dient zur Aufnahme der, entsprechend der Farbe 
der im Kolorimeter befindlichen Lösungen, vor das künstliche Licht vor- 
zuschaltenden Scheibe. In dem hinteren Raume ist als Lichtquelle eine 
15-Volt-Metallfadenlampe angebracht. 

Nach längeren Versuchen erwies sich für die kolorimetrische Be- 
stimmung blauer Lösungen, wie z. B. der Harnsäurelösungen, die Vor- 
schaltung einer Gelbscheibe, wie sie für photographische Zwecke gebraucht 
wird, als günstig. Für gelbe oder rotgelbe Lösungen dagegen wurden mit 
vorgeschalteten Violettscheiben gute Ergebnisse erzielt. 


8. Bestimmung des Aminosäurestickstoffs. 


Für die Bestimmung des Aminosäurestickstoffs standen zwei brauch- 
bare Verfahren zur Auswahl, zunächst die bekannte van Slyke sche Methode 
der Bestimmung mit salpetriger Säure und ferner eine von O. Folin!) aus- 
gearbeitete kolorimetrische Methode, die auf Farbreaktionen zwischen 
Chinonen und Aminosäuren beruht. 

W. Denis und A. S. Minot arbeiteten nach dem Verfahren von van Slyke 
unter Verwendung der Mikroapparatur. Sie enteiweißten die Milch mit 
Kupferacetat und entfernten die Calciumsalze durch zweimalige Fällung 
mit Kaliumoxalat, um beim Kochen ein klar bleibendese Filtrat und um 
beim Eindampfen der Lösung auf ein kleines Volumen zur Vorbereitung 
auf die Aminosvickstoffbestimmung nicht zu viel feste Substanz zu erhalten, 
da diese ein Arbeiten mit der van Siyke-Apparatur unmöglich gemacht 
hätts. 

Während dieser Weg ziemlich umständlich ist, besitzt dagegen die von 
O. Folin angegebene kolorimetrische Methode den Vorzug großer Einfachheit. 
Diese wurde deshalb bei der Untersuchung der Eiweißfiltrate von Milch, 
Lab- und Sauermolken benutzt, da bei Parallelbesttimmungen nach dem 
Verfahren von van Slyke gleiche Werte erhalten wurden. 

O. Folin wendet zur Durchführung der Aminosäurebestimmung das 
Natriumsalz der 8-Naphthochinonsulfosäure als Reagens an. Dieses Salz, 
das eine gelbe Farbe besitzt, gibt mit den Aminosäuren eine rotgelbe 
Färbung, die sich gut kolorimetrisch festlegen läßt. Seine Herstellung 
erfolgte nach der von O. Folin?) angegebenen Vorschrift. 


1) O. Folin, Journ. of biol. Chem. 51, 453, 1922. 
3) Le 
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Das so erhaltene Salz war goldgelb und vollkommen rein. Seiner 
leichten Zersetzbarkeit wegen wurde es in Mengen von 0,1g in kleine 
Röhrchen eingeschmolzen. 


Zur Durchführung der Aminosäurestickstoffbestimmung wurde 
ferner noch eine Stammaminosäurelösung hergestellt, die 0,1337 g 
Glykokoll und 0,5 g Natriumbenzoat in 250 ccm n/10 Salzsäure enthielt, 
so daß in l cem dieser Lösung 0,1 mg Stickstoff vorhanden war. 

Als Testlösung zur Eichung des Kolorimeters wurde Leem der 
Stammaminosäurelösung verwendet. 


Zur Ausführung der Bestimmung wurde nun in ein bis 25 ccm gra- 
duiertes Reagenzrohr Leem der Stammglykokollösung gebracht, l ccm 
Natriumcarbonatlösung hinzugegeben, mit Wasser auf 10 ccm aufgefüllt, 
mit öccm einer frisch bereiteten 0,5proz. Lösung des f-naphihochinon- 
sulfosauren Natriums versetzt und 24 Stunden in einem dunklen Raume 
stehengelassen. 

Gleichzeitig mit dieser als Vergleichsflüssigkeit dienenden Lösung 
wurde die auf ihren Gehalt an Aminosäuren zu untersuchende Flüssigkeit, 
in diesem Falle das Eiweißfiltrat der Milch, in ganz analoger Weise angesetzt. 
Da sich jedoch die Aminosäurekonzentration des Milcheiweißfiltrats für 
die Untersuchung als zu gering erwies, wurden 25 ccm des Filtrats auf etwa 
4ccm eingeengt und diese dann in ein zweites bis 25 ccm graduiertes 
Reagenzglas gebracht, 1 ccm n/10 Salzsäure, 1 ccm lproz. Natriumcarbonat- 
lösung hinzugefügt und mit Wasser auf 10 ccm aufgefüllt. Nach Zusatz 
von 5ccm der 0,5proz. Lösung des Reagens wurde ebenfalls 24 Stunden 
stehengelassen. 

Für die Bestimmung mit Lab- und Sauermolken wurden infolge der 
genügenden Aminosäurekonzentration 5 bzw. 8ccm des Eiweißfiltrats 
angewendet. 

Nach Ablauf der 24 Stunden wurde in jedes der beiden Reagenzgläser 
noch 1 ccm einer Lösung von 5 Proz. Natriumacetat in 25proz. Essigsäure 
gegeben, um die Farbreaktion zu verstärken und die Abscheidung freien 
Schwefels bei der nun folgenden Zugabe von 5ccm 4proz. Natriumthio- 
sulfatlösung zu verzögern. Letzterer Zusatz erfolgte, um das überschüssige 
Chinon zu zerstören. Beide Lösungen wurden alsdann mit Wasser auf 
25 ccm aufgefüllt und nach 3 Minuten langem Stehen im Kolorimeter 
verglichen. 

Die Beobachtung des Kolorimeters wurde in der gleichen Apparatur 
vorgenommen, wie sie bei der Harnsäurebestimmung beschrieben ist. 
Des gelbroten Farbtons der Lösungen wegen wurde aber diesmal eine 
Violettscheibe vor die Lichtquelle geschaltet. 


9. Bestimmung des Kreatinins und des Krealtins. 
Für die Bestimmung des Kreatinins und Kreatins konnte leider 
trotz vieler Bemühungen keine einwandfreie Methode gefunden werden. 


Die einzige bisher bekannte quantitative Bestimmung ist die von 
O. Folin!), nach der der Gehalt an Kreatinin mit alkalischer Pikrinsäure- 


1) O. Folin, Journ. of biol. Chem. 17, 475, 1914; O. Folin und W. Denis, 
ebendaselbst 28, 349, 1917. 
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lösung kolorimetrisch festgestellt wird. Bei Anwendung dieser Methode 
auf Milch und Molken werden aber sehr hohe, völlig unzuverlässige Werte 
infolge einer sofort eintretenden, ständig anwachsenden Farbzunahme, 
erhalten, die auf den durch die Natronlauge hervorgerufenen Abbau des 
Milchzuckers zurückzuführen ist. 


Diesen Übeistand suchten W. Denis und A. S. Minot dadurch zu be- 
seitigen, daß sie zu der Testlösung eine dem Gehalt der Milch normalerweise 
entsprechende Milchzuckermenge hinzufügten. Sie erhielten so auch an- 
nähernd halb so große Werte als bei Bestimmungen ohne Milchzuckerzusatz. 
Diese Werte kontrollierten sie dann durch Anwendung eines ganz anderen 
Verfahrens, indem sie den Milchzucker durch Kupfersulfat und Calcium- 
hydroxyd entfernten. Dabei fanden sie, daß die nach beiden Verfahren er- 
haltenen Werte im wesentlichen übereinstimmten, und wendeten deshalb 
das letztere als das richtigere an. 


Die in dieser Arbeit ausgeführten Analysen haben jedoch ergeben, 
daß diese Methode nicht einwandfrei ist, da ein Teil des Kreatinins 
bei der Milchzuckerfällung mitgerissen wird, so daß von zugesetzten 
Kreatininmengen oft nur 50 Proz. zurückerhalten werden. 


Da aber kein besseres Verfahren gefunden werden konnte, mußte 
die genannte Folinsche Methode auch für unsere Bestimmungen vor- 
läufig zugrunde gelegt werden. 


20 ccm Milch, Lab- oder Sauermolken wurden in einem 100-ccm- 
Meßkolben mit 10 ccm 20proz. Kupfersulfatlösung und 30 ccm einer 10 proz. 
Aufschwemmung von Calciumoxyd versetzt, mit Wasser auf das Volumen 
aufgefüllt und 30 Minuten stehengelassen. Nach dem Zentrifugieren wurde 
abfiltriert und in dem klaren farblosen Filtrat das präformierte Kreatinin, 
ebenso wie später das Kreatin nach dem Erhitzen im Autoklaven, bestimmt. 


Die Ausführung dieser Untersuchungen erfolgte unter Anlehnung an 
die von S. Thannhauser-München für Bestimmungen im Blut und Harn 
angewendete Methode. 


Es wurde zunächst eine Stammkresatininlösung hergestellt, die 0,25 g 
Kreatinin in 250 cem n/50 Salzsäure gelöst enthielt. Durch Verdünnen 
von 2ccm dieser Stammlösung auf 100 ccm wurde dann die Testlösung 
erhalten, mit der das Kolorimeter geeicht wurde. 


Zur Bestimmung wurden 20 ccm dieser Testlösung mit 15 ccm gə- 
sättigter 1,2proz. Pikrinsäurelösung und 5 ccm n Natronlauge versetzt 
und 10 Minuten stehengelassen. 


Weiter wurden gleichzeitig zu 20 ccm des obigen, nach den Angaben 
von W. Denis und A. S. Minot gewonnenen Filtrats von Milch, Lab- und 
Sauermolken in gleicher Weise l15ccm Pikrinsäurelösung und 5 cem 
n Natronlauge hinzugegeben, die Lösung nach 10 Minuten langem Stehen 
vom ausgeschiedenen Calciumhydroxyd abfiltriert und mit der Testlösung 
im Kolorimeter verglichen. 


Die Beobachtung des Kolorimeters erfolgte wiederum in der bei der 
Harnsäurebestimmung beschriebenen Apparatur unter Vorschaltung einer 
Violettscheibe vor die Lichtquelle wegen der gelben Farbe der Kreatinin- 
lösungen. 
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Der Kreatingehalt der Milch, Lab- und Sauermolken wurde durch 
Überführung des Kreatins in Kreatinin und Bestimmung des Gesamt- 
kreatinins in der eben wiedergegebenen Weise ermittelt. 


Um das Kreatin in das Kreatinin überzuführen, wurden nach 
den Angaben von W. Denis und A. S. Minot zu 25 ccm des oben ge- 
wonnenen Filtrats 5 Tropfen n Salzsäure hinzugefügt und dann im 
Autoklaven 30 Minuten auf 120° erhitzt. 


Zur Gehaltsbestimmung wurden 20ccm dieser Lösung, die nun 
alles Kreatin als Kreatinin enthielt, mit Pikrinsäure und Natronlauge 
wie vorher versetzt und mit 20ccm Testlösung, der noch 4 Tropfen 
n Salzsäure hinzugegeben waren, nach Zusatz von Pikrinsäure und 
Natronlauge im Kolorimeter verglichen. 


10. Bestimmung des Harnstoffstickstoffes. 


Die Bestimmung des Harnstoffstickstoffs erfolgte mit Hilfe von Urease?), 
und die so erhaltenen Werte wurden dann durch Harnstoffbestimmungen 
nach K. H. Mörner?) kontrolliert. 


Zur Ausführung der Bestimmungen wurde der Luftstromdestillations- 
apparat verwendet, der von Lautenschläger in München hergestellt wird. 


Von den in dieser Apparatur vorhandenen neun Reagenzgläsern werden 
in vier auf einer Seite befindliche je 25 ccm des Eiweißfiltrats von Milch, 
Lab- und Sauermolken gegeben und in die vier gegenüberliegenden je 
10 cem n/70 Schwefelsäure als Vorlage gebracht. In das neunte Reagenzglas, 
das den anderen vorgeschaltet ist, wird verdünnte Schwefelsäure gegeben, 
die dazu dient, im hindurchgesaugten Luftstrom etwa vorhandenes Ammoniak 
zu binden. 


Zugabe einer Pufferlösung zum Eiweißfiltrat, wie das bei den Harnstoff- 
bestimmungen im Blute geschieht, ist wegen des reichen Gehaltes der Milch 
an Phosphaten nicht erforderlich. Daher wurden die Eiweißfiltrate nur 
noch mit 4 bis 5 Tropfen Octylalkohol versetzt, um das Schäumen zu ver- 
hindern, und eine Messerspitze Arlco-Urease hinzugefügt. Alsdann wurde 
die Apparatur an eine Wasserstrahlpumpe angeschlossen und %, Stunde 
lang ein ruhiger, gleichmäßiger Luftstrom hindurchgesaugt. Nach dem 
Stehen über Nacht wurden zu den Eiweißfiltraten je etwa 2g Natrium- 
carbonat hinzugegeben, um das aus dem Harnstoff gebildete Ammoniak 
in Freiheit zu setzen, das dann durch dreistündiges Hindurchsaugen des 
Luftstroms in die vorgelegte n/70 Schwefelsäure übergetrieben wurde. 
Der Gehalt an Ammoniak wurde darauf durch Zurücktitrieren mit n/70 
Natronlauge festgestellt. 


Da bei diesem Verfahren in den Untersuchungsflüssigkeiten etwa vor- 
handenes Ammoniak mit überdestilliert und als Harnstoff bestimmt wird. 
muß der Ammoniakgehalt durch eine besondere Bestimmung festgestellt 
und der gefundene Wert vom Harnstoffwert in Abzug gebracht werden. 


— = 


1) van Slyke und Cullen, Journ. of biol. Chem. 19, 211, 1914; J. I. 
Marshall, ebendaselbst 15, 487, 1913. 
2) K. H. Mörner, Skand. arch. Physiol. 14, 300, 1903. 
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Zur Kontrolle der nach dieser Methode erhaltenen Resultate 
wurden Harnstoffbestimmungen nach dem Verfahren von K. H. 
Mörner!) ausgeführt. 

5ccm Milch, Lab- und Sauermolken wurden mit Bariumhydroxyd 
zur Befreiung von den störenden Kohlehydraten und Eiweißstoffen versetzt 
und der Harnstoff mit einer Alkoholäthermischung aufgenommen. Aus 
dem Filtrat wurde dann durch Abdampfen mit Magnesiumoxyd etwa in 
Lösung gegangener Zucker entfernt und der im Rückstand enthaltene 
Harnstoff durch konzentrierte Salzsäure und Magnesiumchlorid hydrolysiert. 
Die Bestimmung des Stickstoffgehalts erfolgte darauf nach Kjeldahl. 


Die nach beiden Methoden erhaltenen Werte stimmten gut überein. 
Zur Erzielung richtiger Ergebnisse bei der Verwendung von Urease 
ist es jedoch notwendig, daß der Wirkungswert der Urease stets sorg- 
fältig kontrolliert wird. Von vier verschiedenen Ureasesorten wurde 
bei der Bestimmung des Wirkungswertes nur bei einer der theoretische 
Wert gefunden. Die Beschaffung einer einwandfrei wirkenden Urease 
ist mit großen Schwierigkeiten verkünpft, so daß viel vergebliche Arbeit 
geleistet wurde. 


11. Bestimmung des Ammoniakstickstoffs. 


Der Gehalt an Ammoniakstickstoff wurde nach O. Folin?) durch 
Zusatz von Natriumcarbonat zu den Untersuchungsflüssigkeiten und 
Austreiben des frei gemachten Ammoniaks durch einen starken Luft- 
strom bestimmt, wobei der zuvor wiedergegebene Luftstromdestillations- 
apparat verwendet wurde. 


Zur Ausführung der Bestimmung wurden 25 ccm des Eiweißfiltrats 
von Milch, Lab- und Sauermolken in die vier auf der einen Seite befindlichen 
Reagenzgläser gebracht, 3 bis 4g Natriumchlorid, 2g Natriumcarbonat 
und 4 bis 5 Tropfen Octylalkohol hinzugefügt und in die vier gegenüber- 
liegenden Gläser je 10 ccm n/70 Schwefelsäure als Vorlage gegeben. Darauf 
wurde, wie bei der Harnstoffstickstoffbestimmung, nach 1stündigem 
Hindurchsaugen eines ruhigen, gleichmäßigen Luftstroms die Apparatur 
über Nacht stehengelassen und alsdann wiederum 3 Stunden lang Luft 
hindurchgesaugt. Die Menge des übergetriebenen Ammoniaks wurde durch 
Zurücktitrieren mit n/70 Natronlauge bestimmt. 


12. Bestimmung des Nicht-proteinstickstoffs 
nach W. Denis und A. S. Minot. 


Zur Ausführung dieser Bestimmung wurden nach W. Denis und 
A. S. Minot 10 cem Milch, Lab- und Sauermolken mit Kupfersulfatlösung 
unter Erhitzen im siedenden Wasserbade von Fett und Eiweiß befreit 
und aus dem Filtrat der Milchzucker nach Zugabe von Formaldehyd durch 


(Le 


23) O. Folin, Zeitschr. f. physiol. Chem. 87, 161, 1902. 
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Versetzen mit einer Aufschlemmung von Calciumoxyd entfernt. Das 
überschüssige Calciumhydroxyd wurde dann durch Zusatz einer Mischung 
von Oxalsäure und Kaliumoxalat ausgefällt. Während nun diese Autoren 
in dem so erhaltenen Filtrat den Stickstoffgehalt kolorimetrisch mit 
Neßlers Reagens ermittelten, wurde dieser bei den in dieser Arbeit sus- 
geführten Analysen nach Kjeldahl bestimmt, wobei zuvor je 50 ccm dies 
Filtrats, die 3,75 ccm der Ausgangsflüssigkeit entsprechen, auf dem Wasser- 
bade auf etwa 10 ccm eingeengt wurden. Als Vorlage bei der Ammoniak- 
destillation wurden für Milch, Lab- und Sauermolken je 10 com n/70 
Schwefelsäure verwendet. 


Aus der großen Zahl der Serien- und Einzelversuche führen wir 
folgende an, die besonders charakteristisch sind und bei deren Durch- 
führung alle Erfahrungen vorhergegangener, zum Teil vergeblicher 
Analysen verwertet wurden. 


Magermilch einer Kuh in mittlerer Lactation für sich gesammelt und allein 














verarbeitet. 
Säure 
Gebicht | Henkel | Fett 
Ee : LI Proz — 
Vollmilch . . oo core. 1011| 63 2.9 
Daraus hergestellte Magermilch ..... 1,0336 7,2 0,1 
Aus der Magermilch hergestellte Labungs- 
molke (0,4 ccm Labessenz 1: 10000 auf 
1,6 Litor) os 08 2% we E 1,0267 88 ° — 
Ausder Magermilch hergestellte Sauermolke 
(Säurewecker Einwirkung bei 38°). . || 1,0276 | 26,8 == 





Zahlenangaben in Milligrammen in 100 ccm. 


EE 
| Vollmilch | Labmolke | Seuermolke 


Gesamtstickstoff . . 2 2 oe 466,4 | 1252 | 119,7 











Eiweißstickstoff . . . 2.2 2 222200. 392,0 65,8 56,3 
Reststickstoff (rechnerisch). . .. . . . . | 74,4 | 494 | 634 
Reststickstoff (gefunden) = Filtrat-Gesamtstickstoff. . | 69,0 512 i 624 
Albumosenstickstoff . . . . » 2 2.2... 33,1 18,9 243 
Phosphorwolframsäurestickstoff (Pepton-. . 

stickstoff) . . . 006 0 a a | 19,5 20,4 18,2 
Purinbasenstickstoff . . . 2 2 2.2. .° 2,3 12 | 2,2 
Harnsäure. . . 2. 2. 2 2 2 2 2 re rn 0. 1,6 08 | 1,2 
Kreatinin (präformiert) . . . 2.2.2... 1,4 12 | 1,2 
Kroat a A ere E EEE SER 2,6 21 | 2,1 
Aminosäurestickstoff . . . 2. 2.2 22.0. | 2,9 3,1 7,8 
Harnstoffstickstoff. . . .. 2 2 2 2 20. 10,1 10,8 12,0 
Ammoniakstickstoff (präformiert) .. | — 1,2 3,0 
Reststickstoff nach W. Denis und A. S. | 

Minot bestimmt... . 2. 2 2 220. 23,3 23,8 | 36,2 


Die erhaltenen Zahlen zeigen ein befriedigendes Bild. Bemerkens- 
wert ist, daß auch wir, gleich wie W. Denis und A. S. Minot, in der 
Kuhmilch Harnsäure gefunden haben. Nach den bisherigen Unter- 
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suchungen hat man im Rinderblutserum bisher keine Harnsäure nach- 
weisen können; auch neueste Arbeiten hierüber waren negativ!). Der 
Wert des Purinbasenstickstoffs ist gegenüber den sonst beobachteten 
Verhältnissen von Harnsäure zu Purinbasen (z. B. Harn und Blut) 
beachtenswert hoch. Durch die Labung und Säuerung der Milch steigt 
der Ammoniakstickstoff und der Aminosäurestickstoff an, was ein- 
leuchtend ist. Der Gehalt an Kreatinin ist relativ hoch und fällt, wie 
auch der Harnstoffwert, mit den entsprechenden Werten des Rinder- 
blutserums ziemlich zusammen; über diese letzteren Zahlen sind gerade 
in jüngster Zeit verlässige Angaben gemacht worden?). Der Wert 
für den Peptonstickstoff ist, wie schon beim methodischen Teil erwähnt, 
nicht als ganz sicher anzusehen. Wir wollen aber noch keine Schlüsse 
daraus ziehen, da ja auch der hohe Albumosenwert der genuinen Milch 
bereits als Ausdruck einer Veränderung des ursprünglichen Caseins 
angesehen werden kann, die durch die Enteiweißung, wenn sie auch 
noch so sorgfältig und vorsichtig ausgeführt wurde, zustande gekommen 
sein konnte. 

Die Enteiweißungsmethode nach W. Denis und A. S. Minot führte 
zu einem ganz anderen Ausgangsstoff, wie unsere Methode, was auch 
erklärlich ist. Trotzdem sind die von den beiden Autoren in ihrem 
Ausgangsmaterial gefundenen Zahlen für Harnstoffstickstoff, Amino- 
säurestickstoff, Kreatinin, Harnsäure mit unseren Zahlen gut überein- 
stimmend. Sie fanden zum Beispiel: 


Harnstoffstickstoff . . . . » 9,0 bis 10,0 mg in 100 ccm Milch 

Aminosäurestickstoff . . . . 4,0 „ 45 „ „ 100 „ Sr 
(van Slyke-Methode) 

Kreatinin . . . 2 2 2 2020. 1,3 bis 1,5 mg in 100 cem Milch 

Harnsäure . . s.s ess 14 „ 16 „ „ 100 „ de 


Über Molke und andere Stickstoffarten liegen bei den beiden 
Autoren keine Angaben vor. Bei der guten Übereinstimmung trotz 
verschiedener Methoden kann man wohl zu den mitgeteilten Zahlen 
Zutrauen haben. Die ‚„Enteiweißung‘‘ von W. Denis und A. S. Minot 
geht weiter wie unsere, sie schließt den größten Teil des Albumosen- 
stickstoffs mit ein und macht im allgemeinen vor dem ‚Peptonstickstoff“ 
halt, wie ihre Zahlen für den Reststickstoff = 22 bis 26 mg in 100 ccm 
Milch zeigen; dieser Wert schließt den eigentlichen Reststickstoff mit 
einem großen Teil des Peptonstickstoffs in sich. 

Durch diese Untersuchungen erhielten auch die Mitteilungen von 
G.Wiegner?) eine nähere Erklärung. Dieser Autor hat gelegentlich 
der Untersuchung des Chlorcaleiumserums der Milch auch einen Anhalts- 

1) A. Scheunert und DH. o Pelchrzim, diese Zeitschr. 189, 17, 1923. 


2) Dieselben, l. c. 
3) G. Wiegner, Milchwirtschaftl. Zentralbl. 5, 473, 1909. 
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punkt über die Art der Eiweißstoffe dieses Serums zu bekommen 
versucht, indem er dieses Serum teils mit Essigsäure in der Hitze gefällt 

und das Filtrat dann anteilsweise mit Zinksulfat (= ,Albumosen- | 
stickstoff‘‘), teilweise mit Gerbsäure (= ‚höhere Peptone“‘), teilweise 
mit Phosphorwolframsäure (= ,niedere Peptone‘‘) fällte, ferner im 
Filtrat durch Destillation mit MgO ‚„Ammoniakstickstoff‘‘ feststellte, 
worauf er den Rest als ‚Amidsubstanzen‘‘ ansprach. 

Hierbei stellte @. Wiegner fest, daß auch in seinem Falle von dem 
Serumeiweiß nur der kleinere Teil rurch Hitze fällbar und der größere 
Teil als „Albumosen- und Peptonstickstoff‘“‘ anzusehen ist. Leider 
sind die Angaben des Autors nur sehr kurz. 


Klare Verhältnisse können nur erwartet werden, wenn die zu 
untersuchende Milch in ihrer Vorgeschichte ganz genau bekannt ist. 
Von Mischmilch z. B., die das Gemelk von vielen Kühen darstellt, 
die mehr oder weniger lang herumgestanden ist, immer mehr oder 
weniger frischmelke Milch, unter Umständen auch Kolostralmilch in 
schwer oder gar nicht kontrollierbarer Weise enthält, kann man nicht 
gut zusammen stimmende Zahlen erwarten. Man würde sich viel Mühe 
machen und doch zu keinem Ziele kommen. Ein Beispiel hierfür: 


Mischmilch einer Großmolkerei, 
enthält Abend- und Morgenmilch gemischt; aus der Vollmilch wurde 


ebenfalls Magermilch und aus dieser Labmolke und Sauermolke her- 
gestellt (s. oben!). 


Zahlenangaben in Milligrammen in 100 ccm. 




















Gesamte aueh ‚a 510, 08 136,0 o | 128,6 
Eiweißstickstoff . . . . 22222000. 449, 2 69, 8. 47 6 
Reststickstoff (errechnet) ........ | 616 | 662 | 8309 
Albumosenstickstoff . . ... o.n.a.. 31,4 | 20 | 278 
Phosphorwolframsäurestickstoff (Pepton- | 
stickstoff) . . 2 2 2 2 2 2 nr er e | nicht bestimmt 

Purinbasenstickstoff `, . . . . 2 2 2.20. 2,8 2,4 2,3 
Harnsaute.s 3. s wi a eg 3,5 3,7 3,8 
Kreatinin (präformiert) . . . 2.2.2.2... 12 1,1 1,1 
Aminosäurestickstoff. . . . 2. 2 2.2.2.0. . 2,8 3,3 7,7 
Harnstoffstickstoff . . . . 2 2 2 2 2 02.0. < 11,30 9,70 10,4 


Ammoniakstickstrff (präformiert) 


Bei dieser Mischmilch kommt man schon näher an die Zahlen, 
die bei den Vorversuchen mittels gröberer Methoden erhalten wurden. 
Sie kehren bei Verwendung von Durchschnittsmischmilch und Misch- 
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molken mit kleineren Abweichungen wieder, so daß sie als Durch- 
schnittswerte angesehen werden können, z. B.: 


Mischmolke aus der Weich-(Limburger)-Käserei (Labmolke): 


Gesamtstickstoff . . . . 2... 120,2 
Eiweißstickstoff . . . 2.2... 53.9 
Reststickstoff . . . . 2... 66,3 


(einschließlich Albumosen- und Peptonstickstoff) 


Mischmolke aus der Sauerkäserei (Sauermolke): 


Gesamtstickstoff . . . . 2... 126,8 
Eiweißstickstoff . . . .. 47,9 
Reststickstoff . . . . 2 e. 78,9 


(einschließlich Albumosen- und Peptonstickstoff) 


Mischmilchen einer fremden Käserei mit unbekannter Vorgeschichte: 









Gesamtstiekstoff . . . 2 2 2 2 2 2 m 2 ern .n 
Eiweißstickstoff . . 2. 2 2 2 2 2 2 2 rn. 
Reststickstoff (einschließlich Albumosen- und | 

Peptonstickstoff) . . 2 2 2 222000. | 80,0 55,8 
Albumosenstickstoff . . . 2 2 2 2 2 2 2200. 27,2 20,0 
Phosphorwolframsäurestickstoff . . ...... | 23,0 22,0 
Purinbasenstickstoff . . . 2. 2 2 2 2 2 2 2.0. 3,2 1,9 
Harnsäure . 5,4. 0.3.80, e ee ee 2,2 1,8 
Kreatinin (präformiert) . . . 2 2 2 2 2 2 202. 1,2 1,1 
Harnstoffstickstoff . . © . 2 2 2 2 2 2 2 2 2. 14,1 9,0 
Ammoniakstickstoff ei 2 e KS KE es e Vë D A H 3 e o il 0,8 Kran 
Reststickstoff nach W.Denis und A. S. Minot | 

bestimmt. z s NEEN ee | 22,6 21,7 


Bei den gefundenen Zahlen, die über die Stickstoffverteilung in 
der Milch nunmehr einen befriedigenden Aufschluß geben, wird es 
unwahrscheinlich, daß in der Milch neben dem Nucleoalbumin (Casein) 
außer hitzefällbarem Protein noch irgendwie nennenswerte Mengen 
anderer Eiweißkörper vorhanden sind. In den hitzefällbaren Anteil 
lassen sich zwanglos das Albumin und das Globulin des Milchserums 
einteilen, und in die Albumose- und Peptonfraktion können die unter 
mannigfacher Bezeichnung segelnden, hochmolekularen, zum Teil als 
Laboratoriumsprodukte anzusehenden Eiweißabkömmlinge (Nucleone, 
Caseosen, Molkenprotein, Lactoprotein usw.) eingereiht werden. Man 
bekäme dadurch ein übersichtliches Bild von den stickstoffhaltigen 
Bestandteilen der Milch und des Milchserums, und damit wäre ohne 
Zweifel manches zum Verständnis der Milchchemie gewonnen. Man 
könnte dann folgende einfache Gliederung vornehmen: 
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Stickstoffhaltige Bestandteile der Milch: 

1. Casein (Nucleoalbumin), 

2. Albumin (Globulin); Globulin unwahrscheinlich; Entstehung 
des Globulins, das gar kein echtes Globulin, sondern nur 
Pseudoglobulin ist, aus dem Albumin durch Zerfall (unter 
gleichzeitiger Bildung von Aminosäuren), 

3. Albumosen, 

4. Peptone, | 

5. Reststickstoffkörper (Purinbasen, Harnsäure, Harnstoff, 
Ammoniak, Kreatin und Kreatinin, Aminosäuren). 

Dazu treten noch als weitere konstante stickstoffhaltige Bestand- 
teile Rhodanide (s. später) und ein stickstoffhaltiger Farbstoff (s. später). 


Nachtrag. 


Nach Fertigstellung vorstehender Untersuchung erschien eine 
Arbeit von A. Mader, ‚Die essentiellen Aminosäuren in der Kuhmilch 
und Frauenmilch‘“, im Jahrbuch für Kinderheilkunde 101 (3. Folge), 
281, 1923. ; 

Diese Arbeit gibt eine gewünschte Bestätigung. Der Autor fand 
in der Kuhmilch die Anwesenheit präformierter Aminosäuren bestätigt 
und bestimmt ihre Menge zu 18 bis 25 mg Aminostickstoff pro Liter, 
d. h. 1,8 bis 2,5 mg-Proz., ein Wert, der mit unseren Werten gut über- 
einstimmt. 


Die Fermente der Haut. 11. 


Von 
J. Wohlgemuth. 


Über die Verteilung der Fermente in der Haut 
und über das Vorkommen einer Nucleotidase. 


Von 
Erich Klopstock. 


(Aus der chemischen und dermatologischen Abteilung des Rudolf Virchow- 
Krankenhauses zu Berlin.) 


(Eingegangen am 27. Oktober 1924.) 


Von der Voraussetzung ausgehend, daß, wenn ein reger Stoff- 
wechsel in der Haut sich abspielt, dieser in erster Reihe sich dokumen- 
tieren müßte durch die Gegenwart eines beträchtlichen Ferment- 
bestandes, haben Wohlgemuth und Yamasaki!) zum erstenmal die 
menschliche Haut auf ihren Gehalt an Fermenten untersucht und sind 
dabei zu interessanten Ergebnissen gekommen. Es ließ sich zeigen, 
daß der Fermentgehalt der Haut ein wider Erwarten hoher ist, an die 
fermentreichsten Organe heranreicht, ja diese bisweilen sogar über- 
trifft. So stellten sie in den tieferen und oberflächlichen Schichten der 
Haut Diastase in einer Quantität fest, wie man sie selbst in der Leber 
mitunter nicht antrifft, und Lipase in einer Wirkungsstärke, die hinter 
der lipolytischen Kraft des Serums nicht viel zurückbleibt. Diese 
Lipase zeigte aber die Eigentümlichkeit, gegen Chinin und Atoxyl 
unempfindlich zu sein. Ferner wurde Katalase in beträchtlicher 
Quantität angetroffen und außerdem eine gut wirksame Phenolase, 
die jedoch nur zweifach hydroxylierte Benzolderivate wie Adrenalin, 
Brenzcatechin und Dioxyphenylalanin zu oxydieren vermag, nicht 
dagegen Tyrosin. Der Nachweis von Fermenten des Eiweißstoffwechsels 
gelang nur insoweit, als die Haut ein autolytisches Ferment enthält, 


1) Wohlgemuth und Yamasaki, Klin. Wochenschr. 1924, Nr. 25; diese 
Zeitschr. 147, 203, 1924. l 


32* 


488 E. Klopstock: 


also eine Protease, die imstande ist, nur das eigene Eiweiß der Haut 
zu verdauen, nicht aber fremdartiges, selbst wenn es noch so leicht 
angreifbar ist, wie z. B. die Fibrinflocke. Dagegen konnte die Gegenwart 
eines peptolytischen Ferments festgestellt werden, indem durch Haut- 
extrakt das Dipeptid Glycyl-tryptophan in seine beiden Komponenten 
zerlegt wurde. 

Wir hatten uns nun die Aufgabe gestellt, einmal im Hinblick auf 
die große Bedeutung des Proteinstoffwechsels für das normale und 
pathologische Verhalten der Haut nach weiteren, für den Zellabbau 
wichtigen Fermenten zu fahnden, sodann aber auch zu ermitteln, ob 
in der ganzen Hautoberfläche die Fermentverteilung eine vollkommen 
gleichmäßige ist, oder ob sich für verschiedene Hautpartien Unter- 
schiede im Gehalt bestimmter Fermente erkennen lassen. 

Bezüglich des ersten Punktes waren zunächst unsere Bemühungen 
darauf gerichtet, festzustellen, ob sich nicht doch in der Haut eine 
Tryptase mit irgend einer Methode nachweisen ließe. Da, wie bereits 
erwähnt, frühere Versuche mit Fibrin gänzlich negativ verlaufen waren, 
war a priori anzunehmen, daß, wenn in der Haut sich doch eine Tryptase 
finden sollte, diese nur äußerst schwach wirksam sein könnte und 
ihr Nachweis sich nur mit einer sehr empfindlichen Methode erbringen 
lassen würde. Wir wählten deshalb zu unseren Versuchen die Fermische 
Gelatinemethode. 

Vorausgeschickt sei, daß als Material für unsere Versuche wiederum 
die Haut von Leichen diente, die wir vor dem Zerkleinern vollkommen 
vom Unterhautfett- und Bindegewebe und etwaigen kleinen Blut- 
gefäßen sorgfältig befreiten. Hiernach wurde das Material mit der 
Schere möglichst fein zerkleinert und in der Reibeschale unter Zuhilfe- 
nahme von Glassplittern mit physiologischer Kochsalzlösung im Ver- 
hältnis von 1:2 so lange verrieben, bis ein möglichst homogener Brei 
entstanden war. Dieser blieb bis zum nächsten Tage im Eisschrank 
stehen, wurde dann scharf zentrifugiert und der überstehende, meist 
milchig getrübte Extrakt zu den einzelnen Versuchen verwandt. 

Unsere ersten Resultate mit der Fermischen Methode waren 
durchaus negative. Das hatte, wie uns bald klar wurde, seinen Grund 
in der stark sauren Reaktion der von uns nach der Vorschrift von 
Fermi hergestellten Chloroformgelatinelösung (pa = 5,3). Erst als wir 
durch Zusatz eines Phosphatgemisches für eine Reaktion sorgten, die 
ungefähr der des Hautextraktes entsprach (po = 7,3), bekamen wir 
in fast allen Fällen positive Resultate. 

Im einzelnen verfuhren wir so, daß wir uns von dem frisch gewonnenen 
Hautextrakt eine Reihe mit absteigenden Mengen, beginnend mit 2,0 ccm, 


in einer Progression von 100 Proz. herstellten, zu jedem Gläschen 0,5 ccm 
der Pufferlösung und 1,0 cem proz. Chloroformgelatinelösung zufügten. 
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und die Reihe auf 24 Stunden in den Brutschrank stellten. Mit Ablauf der 
Frist wurde stark abgekühlt, die Reihe auf abermals 24 Stunden in den Eis- 
schrank gestellt und dann ermittelt, in welchem Gläschen die Gelatine 
flüssig war, in welchem sie fest blieb. Aus der kleinsten Fermentmenge 
berechneten wir die verflüssigende Kraft in der üblichen Weise für 1 g Haut. 
Wir untersuchten so verschiedene Hautpartien ein und derselben Leiche 
und verglichen die Haut von Oberschenkel, Brust, Rücken und Genital- 
gegend. Das Resultat ist aus der Tabelle I ersichtlich. 








Tabelle I. 

Fall || Oberschenkel | Genitale Brust Rücken 
a l s 16 - | — 
3 | 4 L = We 
4 | 1 4 — 2 
5 2 4 — — 
6 Spur 2 — — 
7 | 2 — 0 2 
8 2 — 0 2 
9 2 | — 0 0 

10 | 0 | 8 — — 


Die mitgeteilten Zahlen bedeuten Kubikzentimeter Chloroform- 
gelatine, die von der lg Haut entsprechenden Fermentmenge ver- 
flüssigt wurden. Aus ihnen geht hervor, daß die kräftigste Wirkung 
das Extrakt aus der Haut der Genitalgegend entfaltete. Fast ebenso 
stark war der Effekt mit der Oberschenkelhaut, während die Extrakte 
aus der Brusthaut vollkommen wirkungslos waren. Auch mit den 
anderen Extrakten gelang es bisweilen nicht, einen Effekt zu erzielen. 
Ob in diesen Fällen das Ferment tatsächlich fehlte oder nur durch 
die Gegenwart irgendwelcher hemmenden Substanzen an der Ent- 
faltung seiner Wirkung gehemmt wurde, entzieht sich unserer Kenntnis. 
Nicht aufgenommen in die Tabelle sind ein paar Untersuchungen an 
Rückenhaut von einem Kinde, an Haut von Achselhöhle und Fußsohle 
eines Erwachsenen. In allen Fällen gelang der Nachweis einer allerdings 
nur schwachen Wirkung. 


Im Anschluß hieran untersuchten wir, ob gich in den Extrakten 
nicht auch ein Ferment nachweisen ließe, das tiefer gespaltenes Eiweiß 
abzubauen vermag, zumal Wohlgemuth und Yamasaki die Anwesenheit 
eines peptolytischen Ferments im Hautextrakt festgestellt hatten. 
Als Objekt diente uns teils Amphopepton, teils Seidenfibroinpepton. 
Letzteres schien uns wegen seines hohen Tyrosingehalts für unsere 
Zwecke ganz besonders geeignet, da jede noch so schwache Wirkung 
sich durch das Auftreten von typischen Tyrosinnadeln dokumentieren 
mußte. Aber mit beiden Produkten waren die Resultate negativ. 


Im Hinblick auf die in der Haut ganz besonders lebhafte Bildung 
und Zerstörung von Kernen interessierte uns mehr noch als die Tryptase 
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der Nachweis eines Ferments, das für den Umsatz von Kernsubstanzen 
spezifisch ist. Diese bestehen bekanntlich in der Hauptsache aus 
Nucleoproteiden, deren Zerlegung in die beiden Komponenten Eiweiß 
und Nucleinsäure aller Wahrscheinlichkeit nach durch ein tryptisches 
Ferment besorgt wird. Die weitere Spaltung der Nucleinsäure in freie 
Nucleotide geschieht nach der neueren Nomenklatur durch die Nuclein- 
acidasen (nach Levene durch die Nucleinasen); die Nucleotide werden 
durch die Nucleosidasen in Nucleoside zerlegt, und die Nucleotidasen 
spalten schließlich den noch restierenden Komplex in seine einzelnen 
Bausteine auf. Von diesen drei Fermenten bemühten wir uns das- 
jenige nachzuweisen, das die Ablösbarkeit der Phosphorsäure aus der 
Nucleinsäure bewerkstelligt, also der Nucleotidase, indem wir unter- 
suchten, ob Hautextrakt imstande ist, Phosphorsäure aus der orga- 
nischen Bindung in Freiheit zu setzen. 


Dementsprechend wurde die Versuchsanordnung von uns so ge- 
wählt, daß wir frisch gewonnenen Extrakt auf nucleinsaures Natrium 
einwirken ließen und ermittelten, ob in dem Reaktionsgemisch eine 
deutliche Zunahme von anorzanischem Phosphor nachzuweisen war. 


Wir gingen dabei so vor, daß wir in der Regel 2 cem des in der oben 
beschriebenen Weise gewonnenen Hautextraktes versetzten mit 2 cem einer 
l proz. Lösung von nucleinsaurem Natrium und 2 cem Toluol und das Ge- 
misch auf 3 Tage in den Brutschrank stellten. Gleichzeitig wurden zur 
Kontrolle 2,0 cem Extrakt mit 2,0 cem Wasser + Toluol angesetzt, da ja 
der Hautextrakt an sich schon geringe Mengen anorganischer Phosphor- 
säure enthält. Nach Ablauf der Frist wurden beide Portionen auf ihren 
Gehalt an anorganischem Phosphor mit Hilfe des kolorimetrischen Ver- 
fahrens von Bell und Doisy untersucht, nachdem wir unmittelbar vorher 
zwecks Ausgleichs der Zusammensetzung zur Hautprobe 2,0 cem Wasser, 
zur Kontrolle 2,0 cem einer lproz. Lösung von nucleinsaurem Na.rium 
zugefügt hatten. Zur Enteiweißung benutzten wir 20proz. Trichloressig- 
säure und verwandten von dem klaren Filtrat 1 bzw. 2ccm zur kolori- 
metrischen Bestimmung. 


Zunächst prüften wir an Extrakten von ÖOberschenkelhaut, ob 
eine Abspaltung von Phosphorsäure aus nucleinsaurem Natrium statt- 
findet, und verwandten zu diesen Vorversuchen das Produkt sowohl 
von Thymus wie von Hefe. Nachdem wir uns verschiedentlich davon 
überzeugt hatten, daß das pflanzliche Material in demselben Umfang 
von den Extrakten zerlegt wird. wie tierisches, benutzten wir zu unseren 
weiteren Versuchen ausschließlich Hefenucleinsäure. Diese weiteren 
Versuche waren darauf gerichtet, festzustellen, ob sich irgendwelche 
quantitativen Unterschiede in den einzelnen Hautpartien erkennen 
lassen. Im ganzen wurden acht Versuche angestellt, ich gebe aber 
nur vier in Tabelle II wieder. Die hier mitgeteilten Zahlen bedeuten 
Milligramme anorganische Phosphorsäure pro 1 g Haut. 
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Tabelle II. 
i y i u Oberschenkel” “Genitale _ Fußsohle 
| Kontrolle Versuch _ Kontrolle SR Versuch j Kontrolle | Versuch 
5 ` 495 | 1 200 ` 555 T 133 2000 
6 32,25 50 48,5 227 | — — 
7 36,6 185 — — 25,6 143 
8 41,5 135 63,5 192 | 9 1215 


Aus der Tabelle geht hervor, daß alle von uns untersuchten Haut- 
partien die Fähigkeit besitzen, Nucleinsäure zu zerlegen, die Haut des 
Oberschenkels ungefähr in dem gleichen Umfang wie die Haut der 
Genitalgegend, am stärksten die Fußsohlenhaut. Hier können die 
Werte zwischen den Versuchen und den Kontrollen um das 12-, ja 
sogar l5fache differieren, während bei den anderen Hautpartien die 
Versuchswerte im günstigsten Falle um das fache die Kontrollen 
übertreffen. Dieser besonders reiche Gehalt der Fußsohlenhaut an 
Nucleotidase dürfte wohl seinen Grund haben in dem lebhaften Gene- 
rationswechsel der Zellen, speziell der Zellkerne dieser Hautpartie. 

Daneben haben wir auch die Haut von Säuglingen in den ersten 
Lebensmonaten, und zwar die des Rückens nach der gleichen Richtung 
untersucht und feststellen können, daß hier die Ausschläge noch viel 
größer sind. So fanden wir in einem Falle eine Steigerung um das 
50fache, in einem anderen um das 40fache gegenüber der Kontrolle. 

Läßt man Hautextrakt ohne Zusatz von Nucleinsäure im Brut- 
schrank unter Toluol stehen, so beobachtet man auch hier schon eine 
deutliche Zunahme von anorganischem Phosphor, allerdings nur mäßigen 
Grades, entsprechend der geringen Menge an eigener disponibler 
Nucleinsäure. So betrug in zwei Versuchen nach dreitägigem Auf- 
enthalt im Brutschrank die Zunahme an anorganischer Phosphorsäure 
gegenüber dem Anfangswert 57,6 bzw. 88,3 Proz. 

Sodann wandten wir uns der Frage zu, ob sich auch für die Diastase 
wesentliche Unterschiede in einzelnen Hautpartien erkennen lassen. 
Wie bereits eingangs erwähnt, ist in der ersten Mitteilung gezeigt 
worden, daß die Haut in ihren tiefen wie oberflächlichen Schichten 
verhältnismäßig große Mengen an Diastase enthält. Wir stellten nun 
vergleichende Untersuchungen an mit der Haut von Oberschenkel, 
Brust, Rücken und Genitale und verwandten dazu Extrakte, die 
sämtlich in der gleichen Weise, wie oben beschrieben, hergestellt waren. 
Das Resultat ist aus Tabelle III ersichtlich. 

Wenn wir von Fall 3 und 4 absehen, wo sich in der Oberschenkelhaut 
ganz besonders große Mengen an Diastase tinden, lassen sich wesentliche 
Differenzen zwischen den einzelnen Hautpartien nicht erkennen. 
Auch die Haut von anderen Regionen (Achselhöhle, Fußsohle) lieferte 
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Tabelle III. 
Oberschenkel Genitale J “Bt Rücken 
Fall dëi d38° d33° d38° 
daat 24h 24h 
2 ER 62,5 — = 
3 62, A — — 
4 | 350 31 4 — — 
5 j 31,4 62. 5 — — 
6 16,0 62,5 en = 
WE 16,0 Së 16,0 16,0 
8 | 31,4 == 31,4 31,4 
9 | 6265 — 314 | 314 


die nämlichen Werte, und dasselbe Resultat erhielten wir auch mit 
der Haut von Säuglingen. 

Zu einem anderen Ergebnis führten dagegen die Untersuchungen 
über die Verteilung von Lipase und Phenolase in der Haut. 


Bezüglich der Lipase hatte Yamasaki mit Hilfe der Tribut yrin- 
methode von Rona und Michaelis festgestellt, daß sie in der Haut 
in großer Menge vorhanden ist, und daß sie im Gegensatz zur Serum- 
lipase gegenüber Chinin und Atoxyl unempfindlich ist. Wir haben 
uns damit beschäftigt, nach der gleichen Methode den Lipasegehalt 
in verschiedenen Hautpartien zu messen und gleichzeitig Vergiftungs- 
versuche mit Chinin angestellt, um zu ermitteln, ob vielleicht der 
Charakter der Lipase in einzelnen Hautprovinzen ein verschiedener ist. 
Hierfür war erste Bedingung ein stets gleichmäßiges Verfahren der 
Extraktbereitung, um immer gleiche Konzentrationsverhältnisse zu 
haben. Bei der Verarbeitung von Oberschenkel-, Brust- und Rücken- 
haut machte das keine Schwierigkeiten, da sie in ihrem Wassergehalt 
keine wesentlichen Differenzen aufzuweisen hatten. Wenn wir 1 Teil 
gründlichst zerkleinerte Haut mit 2 Teilen Wasser unter Benutzung 
von Glassplittern bis zu einem fast homogenen Brei verrieben und 
nach 24stündigem Stehen den Brei scharf abzentrifugierten, so erhielten 
wir geradesoviel Extrakt in Kubikzentimetern, wie dem Gewicht der 
angewandten Hautmenge entsprach, also bei 20 g Haut 20 ccm Extrakt. 
Nur bei der Verarbeitung von Scrotalhaut, die mit Gewebsflüssigkeit 
immer stark durchtränkt war, resultierte stets eine mindestens um 
ein Drittel größere Extraktmenge. Für die Messung der Lipase wurden 
in jedem Falle 3,0 ccm Extrakt mit 1,0 ccm Phosphatgemisch (pa = 7,1) 
und 25ccm Tributyrinlösung gemischt und die Spaltung bei 38° beob- 
achtet. Daneben wurde immer ein Versuch mit 10 mg Chinin aus- 
geführt. In Tabelle IV teile ich nur drei Versuche mit. 


Die hier mitgeteilten Zahlen von nur drei Versuchen geben kein 
ganz klares Bild, wenn wir nicht auch die Werte in Rechnung setzen 
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aus den Versuchen, die wir aus Rücksicht auf den beschränkten Raum 
nicht mit aufgeführt haben. Als Durchschnitt von 14 Bestimmungen 
ergibt sich für den Oberschenkel eine Tropfendifferenz von 26, bei 
Gegenwart von Chinin eine solche von 16. Mit diesen Zahlen stimmen 
gut überein die Werte für die Rückenhaut und auch für die Brust, 
wenn wir von Fall 7 absehen, der ganz aus dem Rahmen der übrigen 
Werte herausfällt. 

In der Tabelle V sind die Werte für Genitalhaut wiedergegeben 
und zum Vergleich die Werte von Oberschenkelhaut mit aufgeführt. 

Als Durchschnittswert ergibt sich für die Genitalhaut eine Tropfen- 
differenz von 36 bzw. 31 Tropfen. Wenn wir nun noch berücksichtigen, 
daß, wie wir oben ausgeführt haben, diese Extrakte gegenüber den 
anderen wesentlich dünner waren, so unterliegt es keinem Zweifel, 
daß die Haut der Genitalgegend weit mehr Lipase enthält als die der 
anderen Hautpartien. 

Es wurde ferner noch die Haut der Achselhöhle, der Fußsohle 
und schließlich auch die Haut von Säuglingen auf ihren Lipasegehalt 
untersucht und in allen Fällen eine auffallende Übereinstimmung mit 
der Oberschenkelhaut konstatiert. 

Unsere Untersuchungen weichen insofern etwas von denen Yama- 
sakıs ab, als er durchschnittlich eine etwas größere Tropfendifferenz 
bei der Oberschenkelhaut fand, und als bei seinen Versuchen eine 
Beeinflussung durch Chinin so gut wie gar nicht in die Erscheinung 
trat. Vermutlich sind diese Unterschiede darauf zurückzuführen, daß, 
wie Willstätter gezeigt hat, Wasser keineswegs ein gutes Lösungsmittel 
ist, um Lipase aus Organen bzw. Geweben zu eluieren, und daß bei 
dem divergierenden Verhalten der einzelnen Lipasen gegenüber dem 
Chinin die Begleitstoffe eine große Rolle spielen. 

Endlich haben wir noch untersucht, wie die einzelnen Hautpartien 
sich bezüglich ihres Phenolasegehaltes verhalten. Bei der Verschieden- 
heit der Pigmentierung der Haut war es nicht unwahrscheinlich, daß 
sich Differenzen würden erkennen lassen. Für die Ermittlung von 
graduellen Unterschieden war ein quantitatives Verfahren erforderlich. 
Ein solches stand uns in der Methode zur Verfügung, die im hiesigen 
Laboratorium Hızume!) für die Untersuchung des Serums vor kurzem 
ausgearbeitet hat unter Verwendung von Brenzcatechin als Substrat. 
Da auch von Hautextrakt, wie aus der ersten Mitteilung hervorgeht. 
Brenzcatechin leicht oxydiert wird, konnte diese Methode ohne Be- 
denken übernommen werden. Sie besteht darin, daß man auf eine 
Reihe von Reagenzgläsern absteigende Mengen Extrakt in einer Pro- 
gression von 100 Proz. verteilt, zu jedem Gläschen 1,0cem frisch 


1) K. Hizume, diese Zeitschr. 147, 216, 1924. 
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bereitete lproz. Brenzcatechinlösung zugibt und die Gläschen auf 
24 Stunden in den Brutschrank stellt. Nach Ablauf der Frist wird 
kontrolliert, in welchen Gläschen das Brenzcatechin oxydiert ist und 
mit der Kontrolle (1,0ccm Wasser + 1,0 ccm Brenzcatechinlösung) 
verglichen. Die Phenolasemenge (Phen.) wird ausgedrückt durch die 
Anzahl Kubikzentimeter Brenzcatechinlösung, die 1g Haut zu oxydieren 
vermag. Das Resultat dieser Untersuchung ist in Tabelle VI zusammen- 
gestellt. 





Tabelle VI. 
all | Oberschenkel | Genital | Brust | Rücken 
| | 
2'136 32 ds s 
3 4 16 | — — 
4 | 4 8 — — 
6 4 | 32 i ey — 
ON 4 L ` ee 4 8 
8 l 4 | — 4 8 
9 4 | — 4 4 
10 ` 4 64 _— 1 — 





Wir sehen, daß auch hier die Haut der Genitalgegend besonders 
fermentreich ist. Wenn wir von Fall 2 absehen, beträgt der Wert für 
Oberschenkelhaut nur 4 Phen., ebenso für Brusthaut ; etwas höher ist er 
für Rückenhaut, während die Haut der Genitalgegend durchschnittlich 
mehr als 16, in einem Falle sogar 64 beträgt. Für menschliches Serum 
fand Hizume Werte zwischen 8 bis 32, im letzten Monat der Schwanger- 
schaft sogar 64. Demnach enthält die Haut im Vergleich zum Serum 
geringere Mengen an Phenolase, nur die Genitalgegend, als die am 
stärksten pigmentierte, erreicht etwa die Höhe, wie sie im Blute anzu- 
treffen ist. Es wäre natürlich sehr interessant gewesen, auch die Haut 
von stark pigmentierten Rassen auf ihren Phenolasegehalt zu unter- 
suchen, doch bot sich bisher keine Gelegenheit dazu. 


Zusammenfassung. 

Neben Diastase, Lipase, Phenolase, Katalase, autolytischem und 
peptolytischem Ferment konnte auch Trypsin in geringer Menge und ein 
Nucleinsäure spaltendes Ferment in beträchtlicher Menge in der Haut 
nachgewiesen werden. Letzteres wurde besonders stark angetroffen in der 
Haut der Fußsohle und in der Haut von Säuglingen. Bezüglich der Diastase 
zeigten sich keine wesentlichen Unterschiede in den einzelnen Hautpartien. 
Dagegen waren Lipase und Phenolase am stärksten vertreten in der Haut 
der Genitalgegend, während die anderen Hautpartien geringere Ferment- 
mengen aufzuweisen hatten. 


Über die Entwicklung weißer Ratten bei Milchnahrung. 


Von 
Enrique Fynn’). 
(Aus dem Instituto Bacteriologico del D. N. de Higiene de Buenos-Aires.) 
(Eingegangen am 29. Oktober 1924. ) 
Mit 8 Abbildungen im Text. 


Von der Milch als einziger Nahrung des Neugeborenen ist anzu- 
nehmen, daß sie alle Faktoren enthält, die die normale Entwicklung 
während der Säugezeit gewährleistet. Als man die ersten Entdeckungen 
über die Vitamine machte, zeigte Hopkins®), daß künstlich zusammen- 
gesetzte Nahrung für die Wachstumsentfaltung der Ratten ungenügend 
war, weil ihr die akzessorischen Nährstoffe fehlten, daß aber das 
Wachstum sich wieder einstellte, sobald er sehr kleine Mengen roher 
Milch hinzufügte. 


Bei Erörterung der Ursachen, die die Vitamine zerstören, geben Del? 
und Tozer?) an, daß eine lange Einwirkung mäßig hoher Temperatur 
schädlicher ist, als eine kurze Einwirkung höherer Grade, und Hess*) fand, 
daß 30 Minuten lange Pasteurisation der Milch bei 63°C einen schnelleren 
Verfall der Vitamine als das schnelle Kochen verursacht. Daniels und 
Longhlin®) erhielten besseres Wachstum und sicherere Befruchtung bei 
Ratten, die mit gekochter Milch ernährt werden, als bei denen, welche 
Milch erhielten, die 40 Minuten bei 65 bis 80° pasteurisiert war. Zur Er- 
klärung dieses Ergebnisses nehmen sie an, daß die Wachstumshemmung 
nicht durch die Zerstörung der Vitamine, sondern dadurch entstanden sei, 
daß infolge der langen, bei der Pasteurisation angewandten Erhitzung 
die Kalksalze ausgefällt wurden und sich am Gefäß festsetzten. Wenn 
Daniels und Longhlin die niedergeschlagenen Salze der Milch wieder zu- 
setzten, sollen die Ratten ebensogut gewachsen sein, wie die mit schnell 
gekochter Milch ernährten. 


1) Eine vorläufige Mitteilung dieser Arbeit wurde in der Sitzung vom 
22. Mai in der Gesellschaft für Hygiene und Mikrobiologie zu Buenos- Aires 
gemacht. 

2) Hopkins, Journ. of Physiol. 1912. 

3) Delf y Tozer, Biochem. Journ. 1918. 

4) Hess, The Journal of the American Medical Association 1920 (spanische 
Ausgabe). 

5) Daniels and Longhlin, Journ. of biol. Chem. 1920. 
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In Versuchen, die ich zur Feststellung der Zeit anstellte, bis zu 
der bestimmte höhere Temperaturen einwirken mußten, um die 
Faktoren, deren die Ratte zum Wachstum bedarf, zu schädigen, und die 
ich kurzgefaBt an anderer Stelle mitgeteilt habe, konnte ich ebenfalls 


T I 7 TZI NM 
E EEE E, 





Abb.1. Fütterung mit gekochter Milch: Nr.1 und 2 wurden am 25. Juli 

1922, Nr. 5, 6, 7 am 16. November 1922 in Versuch genommen. Hier wie 

in den folgenden Tafeln wurden die Zeiten auf den Abszissen (je 10 kleine 

Abschnitte sind 40 Tage), die festgestellten Gewichte auf den Ordinaten 

(je 4 kleine Abschnitte sind 20 g) abgetragen. Die starken Gewichts» 
abfälle bei Nr. 6 sind durch Geburten bedingt gewesen. 
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Abb.2. Fütterung mit pasteurisierter Milch: A: 30 Min. 639, B: 15 Min. 639. 
Nr. 1A, 2A, 3A wurden am 25. Juli 1922, Nr. 1 B, 2B, 3B und Nr. 4A, 
5A,6A, 7A am 16. November 1922 in Versuch genommen. Die unterste 
Abszissenlinie entspricht 35 g, die Abschnitte sind wie bei Abb. 1 gewählt. 


nachweisen, daß die Ratten sich bei der Ernährung mit bis zum schnellen 
Aufkochen gekochter Milch besser entwickeln als mit Milch, die bei 
63°C 30 Minuten lang pasteurisiert!) gewesen war (vgl. Abb. 1 und 2a). 


Wenn man nun die Pasteurisation ebensolange ausdehnt, wie 
die Milch benötigt, um von 63° den Kochpunkt zu erreichen und 


1) Die Pasteurisation wurde in einer Zinkblechflasche angestellt, die 
nach Ablauf der gewählten Zeit sofort in kaltem Wasser gekühlt wurde. 
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wieder auf 63° zu fallen (bei meinen Versuchen ungefähr 17 Minuten), 
so daß man nicht die größere Dauer der Erhitzung und die dabei an- 
geblich auftretende Fällung der Kalksalze verantwortlich machen 
kann, so entwickeln sich die Ratten darum nicht besser (Wachstun:s- 
kurve Abb. 2b), als die mit der längere Zeit (30 Minuten) pasteurisierten 
Milch gefütterten (Kurve Abb. 2a). Daraus ist zu schließen, daß die von 
Daniels und Longhlin angenommene, durch die lange Zeitdauer der 
Erhitzung bewirkte Ausscheidung der Kalksalze nicht der wahre 
Grund ist. 


Um tiefer in diese Verhältnisse einzudringen, habe ich Ratten der 
Rohmilchnahrung unterworfen. Daniels, Stuessy und Francis!) haben 
beobachtet, daß die Entwicklung der Ratten bei Ernährung mit roher 
Milch langsamer vor sich geht als bei Fütterung mit gekochter. Durch 
Zusatz kleinerer Mengen von Fleischextrakt zu der rohen Milch vermochten 
sie das Wachstum zu verbessern. Als Erklärung dieser Wirkung des Fleisch- 
extrakts nehmen sie an, daß dieser Zusatz günstig auf die Verdauungs- 
drüsen wirkt. 

Mattil und Conklin?) beobachteten bei Ernährung mit roher Milch, 
daß das Wachstum anfangs normal ist, aber zwischen dem 50. und 100. Tage 
(besonders bei den Weibchen) aufgehalten wird, und daß sich Geschlechts- 
trieb nicht einstellt. Sie nahmen an, daß die Konzentration der Nahrungs- 
bestandteile in der Milch für die Ernährung der Ratten nicht genügt 
und daß irgend ein Milchanteil die Geschlechtsentwicklung aufhält. Nach 
Zusatz von Milchpulver, Hefe und Stärke zur rohen Milch stellte sich das 
Wachstum und die Geschlechtstätigkeit wieder ein. Freise?) kommt zu 
ähnlichen Ergebnissen und gibt an, daß man, um mit roher Milch ein opti- 
males Wachstum zu erhalten, dieser eine gleiche Menge ihres trockenen 
Rückstandes in Form von Milchpulver zufügen muß. 


Meine Beobachtungen über die Ernährung der weißen Ratten mit 
roher Milch stimmen mit den Ergebnissen der erwähnten Forscher 
überein, nur war die Zeit bis zur Unterbrechung des Wachstums je 
nach der Jahreszeit, in der die betreffenden Tiere in den Versuch ge- 
nommen wurden, verschieden®). 


So sieht man in den Wachstumskurven (Abb. 3), daß die Tiere 1, 2, 3, 
die am 20. September 1922 in Versuch genommen wurden, nach 
wenigen Tagen die Entwicklung unterbrachen, während Nr. 4, 5 und 6, 
die am 3. Dezember in den Versuch genommen wurden, anfangs stark 


1) Daniels, Stuessy and Francis, American Journ. of Diseases of 
Children 1916. 

2) Mattil and Conklin, Journ. of biol. Chem. 1920. 

3) Freise, Jahrb. der Kinderheilk. 1920. 

4) Diese Versuche wurden mit gemischter Milch aus einem Milchgut 
von 100 Kühen durchgeführt, die fast das ganze Jahr hindurch von der 
Weide lebten. Augenblicklich werden weitere Versuche angestellt, um das 
Wachstum der Ratten bei verschiedenen Lactationszeiten einzelner Kühe 
festzustellen. 
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wuchsen, später aber unerwartet an Gewicht einbüßten. Im Gegensatz 
zu diesen beiden Versuchsreihen ist bei der letzten (begonnen am 
22. Januar mit Nr. 7, 8, 9, 10, 11, 12 und 13) mit Ausnahme des ersten 
Tieres (ein Weibchen), das nach kurzer Zeit in der Entwicklung still- 
steht, bei allen Tieren das Wachstum anfangs sehr ausgesprochen, 
um jedoch plötzlich niederzugehen. 
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Abb. 3. Fütterung mit roher Milch: Nr. 1, 2, 3 wurden am 20. September 1922, Nr. 4, 5, 6 am 


3. Dezember 1922, Nr. 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 am 22. Januar 1923 in Versuch genommen. Die 
unterste Abszisse entspricht 40 g, Koordinatensystem wie bei Abb. 1. 





Was das Benehmen der Ratten, die mit roher Milch genährt werden, 
anbetrifft, so zeigen sie sich während des Wachstums lebhaft und 
gierig, werden aber bei Stillstand des Wachstums untätig und teil- 
nahmslos, verlieren den Appetit und den Haarglanz. In dieser Zeit 
sind sie auch sehr empfindlich gegen ansteckende Krankheiten, be- 
sonders der Lungen. Wie bei Ernährung mit pasteurisierter Milch, 





Abb. 4. Fütterung mit sterilisierter Milch: Nr. 1, 2, 3 wurden am 20. Sep» 
tember 1922, Nr. 4, 5, 6 am 3. Dezember 1922 in Versuch genommen. Die 
starken Gewichtsabfälle bei Nr. 1 sind durch Geburten bedingt. Die 
Grundlinie entspricht 30 g, Koordinatensystem wie bei Abb. 1. 
tritt auch bei Rohmilchnahrung der Geschlechtstrieb vollkommen 
zurück. Dagegen zeigten die Kontrolltiere, die gleichzeitig mit sterili- 
sierter Milch (25 Minuten auf 120° in Flaschen von 250g) ernährt 
wurden (Abb.4), weder Stillstand der Entwicklung noch Beein- 
trächtigung des Geschlechtslebens. Sie gediehen ausgezeichnet. 
Das Gebären und Säugen sowie die Entwicklung der Jungen bis 
zur Entwöhnung war bei einem der zwei Weibchen (Nr. 1) normal. 
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Als der Wurf nach dem Absetzen von der Mutter mit sterilisierter 
Milch ernährt wurde, gingen alle Tiere, die anfangs gut gediehen, 
zwischen 30 und 70 Tagen unter starkem Gewichtsverlust ein. 

Aus diesen Ergebnissen ist zu schließen, 

1. daß Ratten bei Ernährung mit längere Zeit (30 Minuten) pasteu- 
risierter Milch sich langsamer entwickelten als bei gekochter oder 
sterilisierter, 

2. daß Ratten bei Ernährung mit kürzere Zeit (15 Minuten, gleich 
der Zeit, die die Milch zum Kochen und Wiederabkühlen auf 63° braucht) 
pasteurisierter Milch sich nicht besser entwickeln als bei Ernährung 
mit gekochter Milch, 
wohl aber besser als bei 
roher Milchnahrung. 

Die Einwirkung 
stufenweise zunehmen- 
der Temperatur ver- 
ringert also in steigen- 


dem Maße die Faktoren, 
FHH— ee 
nr d Wachst d 
2A Jda/äë/eëi | Ratten beschränken. ` 
GE GEES EEN 


Die Gegenwart von 
diesen der Entwicklung 
entgegenwirkendenFak- 
toren läßt sich noch auf 
andere Weise zeigen. 
Werden die Ratten mit 
roher abgerahmter Milch 
ernährt, der man so viel 
abgekochten Rahm zu- 
Abb. 6. fügt, daß die Mischung 


Abb. 5 und 6. Fütterung mit abgerahmter roher Milch + steri- 3,5 Proz. Fett enthält, 
lisiertem Rahm (5) oder mit abgerahmter sterilisierter Milch . . 

+ rohem Rahm (6). Alle Tiere wurden am 21. Februer 1923 so sieht man, daß die 
in Versuch genommen. Die Grundlinie entspricht 25 g, Koors Tiere etwa während der 


dinatensystem wie bei Abb. 1. ersten. 60 Tage Schr 
intensiv wachsen (Abb. 5). Dagegen entwickelten andere Ratten, 
die mit ähnlich aus rohem Rahm und sterilisierter abgekochter Milch 
zusammengesetzter Mischung ernährt wurden, sich sehr kümmerlich 
(Abb. 6). 

Weiterhin läßt sich die Gegenwart solcher Faktoren auch ohne 
die Einwirkung höherer Temperaturen, wodurch die Milch verändert 
wird, feststellen, so daß dann mit Sicherheit die durch hohe Tempe- 
raturen bedingten Milchveränderungen als Ursache der besseren Be- 
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kömmlichkeit nicht in Frage kommen. Oben habe ich den Versuch 
von Hopkins erwähnt, wonach kleine Mengen roher Milch vitaminfreie 
Nahrung für die Entwicklung der Ratten tauglich macht, während 
entsprechende Zusätze von gekochter oder sterilisierter Milch dies 
nicht bewirken. Aus meinen Versuchen geht hervor, daß, wenn die 
Nahrung einzig und allein aus gekochter oder sterilisierter Milch besteht, 
die Ratten sich leidlich entwickeln. Das Vitamin der Milch wird nach 
Hess und Ungern!) außer durch Erhitzen auch durch Oxydation mittels 
Wasserstoffsuperoxyds zerstört, wenn die Milch mit diesem Zusatz 
über Nacht bei Bruttemperatur gelassen wird. Ich habe untersucht, 
ob so behandelte Milch als alleinige Nahrung für die Ernährung und 
Entwicklung der Ratte tauglich war. Hierzu habe ich zu 1 Liter Milch 





Abb. 7. Fütterung mit roher Milch, die mit H303 behandelt war: Nr. 1 bis 6 sind 

am 2. Januar 1923, Nr. 7 bis 10 am 9. Februar 1923 in Versuch genommen. Die 

Grundlinie entspricht für die Tiere 1 bis 6 60 g, für 7 bis 10 30 g, Koordinaten» 

system wie bei Abb. 1. 

10 ccm 6,5proz. Wasserstoffsuperoxyd zugesetzt und 5 Stunden bei 
Bruttemperatur stehengelassen. Ich habe größere Mengen Wasserstoff- 
superoxyd als Hess und Ungern zugefügt, weil kleinere die Gerinnung 
der Milch nicht aufhielten. 

Das durch die so behandelte Milch erzielte Wachstum ist in Abb, 7 
dargestellt. Wie man daraus sieht, ist die Gewichtszunahme der 
Männchen (Nr. 1 bis 6) besser als die der übrigen, die ich mit roher 
und mit bei verschiedenen Temperaturen behandelter Milch erhalten 
habe. Während die letztgenannten Tiere nur selten das Gewicht von 
200 g erreichten, war dies bei den sechs männlichen Ratten, die mit 
der durch Wasserstoffsuperoxyd behandelten Milch gefüttert wurden, 
fast stets der Fall (über 200g oder sehr nahe diesem Gewicht). 

Auf Grund meiner Versuchsergebnisse glaube ich es als wahr- 
scheinlich annehmen zu können, daß die Besserung, die Daniels, Stuessy 


1) Hess and Ungern, Procedings of the society for experimental Biology 
and Medicine, 1921. 
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und Francis!) durch Zusatz von Fleischextrakt, Freise?) durch Zusatz 
von Milchpulver und Mattil und Conklin?) durch Beigabe von Milch- 
pulver, Stärke und Hefe zur rohen Milch hinsichtlich deren Bekömmlich- 
keit für Ratten erhielten, in Zusammenhang steht mit der Verdünnung 
des Faktors in der Milch, der die Entwicklung der Ratten unterdrückt. 


Die soeben angeführten Ergebnisse des Versuchs mit roher Milch, 
die mit H,O, behandelt worden ist, beziehen sich nur auf die Männchen. 
Die Entwicklung der Weibchen ist kümmerlich, wie man aus Abb.7 
(Nr.7, 8, 9 und 10) ersehen kann. 

Wird die sterilisierte Milch, die, wie ich schon erwähnt habe, den 
Ratten eine bessere Entwicklung als die rohe ermöglicht und auch die 








Abb. 8. Fütterung mit sterilisierter Milch, die mit Ha Os behandelt war: Nr. 1 bis 6 

sind am 2. Januar 1923, Nr.7 bis 12 am 10. Februar 1923 in Versuch genommen. 

Die Grundlinie entspricht 30 g, Koordinatensystem wie bei Abb. 1. Die plötzlichen 
Gewichtsabfälle bei Nr. 1 und 5 sind durch Geburten bedingt. 


Zeugung und das Stillen bei den Tieren möglich macht, der Oxydation 
(4ccm H,O, pro Liter) unterworfen, so ist die Gewichtszunahme nur 
sehr gering (Abb. 8), besonders klein bei den Weibchen, so daß in der 
so behandelten Milch die für das Wachstum dieses Geschlechts not- 
wendigen Bedingungen nur mäßig zu bestehen scheinen. Die Ge- 
schlechtstätigkeit hingegen ist nicht gehemmt, wie es die Weibchen 
Nr. 1 und 5 zeigen, von denen das erste sieben Junge und das zweite 
acht warf, die aber nicht von den Müttern gestillt wurden. 

Diese Tatsache, d. h. die Zeugung trotz der besonders kümmerlichen 
Entwicklung der Weibchen, scheint bis zu einem gewissen Grade auf 
eine Unabhängigkeit des Faktors, der das Wachstum fördert, von 
demjenigen der Geschlechtstätigkeit hinzuweisen. 

Versuche, die ich mit Meerschweinchen und Katzen in ähnlicher 
Weise wie mit den Ratten angestellt habe, schlugen fehl. Die Meer- 


Le 
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schweinchen vertragen nicht die ausschließliche Milchkost; sie gehen 
schon zwischen dem 15. und 30. Tage ein. 

Hingegen fehlt es nicht an Angaben, die zeigen, daß der Mensch 
sich gegenüber roher Milch ähnlich verhält wie die weißen Ratten. 

Unter den Begründungen, die Klotz!) für seine Zweifel anführt, 
daß die Rachitis durch das Fehlen von Vitaminen in der Nahrung 
verursacht werde, gibt er an, daß ein Kind, dem man von Anfang 
des Stillens an rohe Milch gibt, höchstwahrscheinlich an Rachitis 
erkrankt. Rietschel?) meint, daß, ohne die Ursachen dafür bis jetzt 
zu kennen, die Erfahrung der Kinderklinik gegen die Anwendung der 
rohen Milch spricht. Weiterhin teilt Hess?) seine Beobachtungen über 
Rachitisfälle bei Kindern mit, die mit roher und pasteurisierter Milch 
ernährt wurden. Wahrscheinlich liegt die Ursache der besseren Er- 
gebnisse, die C'outtl4) bei Ernährung von Kindern mit getrockneter 
Milch gegenüber einer solchen mit roher Milch erzielte, darin, daß die 
hohe Temperatur, die für das Trocknen nötig ist, die Vernichtung 
des dem Wachstum entgegenwirkenden Faktors in der Rohmilch zur 
Folge gehabt hat. 


1) Klotz, Klin. Wochenschr. 1922. 

2) Rietschel, ebendaselbst 1922. 

3) Hess, The Journal of the American Medical Association, 1920, 
(spanische Ausgabe). 

4) Coutts, referiert bei Casimir Funck, Die Vitamine. 
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und Francis!) durch Zusatz von Fleischextrakt, Freise?) durch Zusatz 
von Milchpulver und Mattil und Conklin?) durch Beigabe von Milch- 
pulver, Stärke und Hefe zur rohen Milch hinsichtlich deren Bekömmlich- 
keit für Ratten erhielten, in Zusammenhang steht mit der Verdünnung 
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Die Entwicklung der Weibchen ist kümmerlich, wie man aus Abb. 7 
(Nr.7, 8, 9 und 10) ersehen kann. 

Wird die sterilisierte Milch, die, wie ich schon erwähnt habe, den 
Ratten eine bessere Entwicklung als die rohe ermöglicht und auch die 
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Abb.8. Fütterung mit sterilisierter Milch, die mit Ha Oz behandelt war: Nr. 1 bis 6 

sind am 2. Januar 1923, Nr.7 bis 12 am 10. Februar 1923 in Versuch genommen. 

Die Grundlinie entspricht 30 g, Koordinatensystem wie bei Abb. 1. Die plötzlichen 
Gewichtsabfälle bei Nr. 1 und 5 sind durch Geburten bedingt. 


Zeugung und das Stillen bei den Tieren möglich macht, der Oxydation 
(GL ccm H,O, pro Liter) unterworfen, so ist die Gewichtszunahme nur 
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schlechtstätigkeit hingegen ist nicht gehemmt, wie es die Weibchen 
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eine Unabhängigkeit des Faktors, der das Wachstum fördert, von 
demjenigen der Geschlechtstätigkeit hinzuweisen. 

Versuche, die ich mit Meerschweinchen und Katzen in ähnlicher 
Weise wie mit den Ratten angestellt habe, schlugen fehl. Die Meer- 
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schweinchen vertragen nicht die ausschließliche Milchkost; sie gehen 
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daß die Rachitis durch das Fehlen von Vitaminen in der Nahrung 
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Rachitisfälle bei Kindern mit, die mit roher und pasteurisierter Milch 
ernährt wurden. Wahrscheinlich liegt die Ursache der besseren Er- 
gebnisse, die Couttl$) bei Ernährung von Kindern mit getrockneter 
Milch gegenüber einer solchen mit roher Milch erzielte, darin, daß die 
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1) Klotz, Klin. Wochenschr. 1922, 

2) Rietschel, ebendaselbst 1922. 

3) Hess, The Journal of the American Medical Association, 1920, 
(spanische Ausgabe). 

4) Coutts, referiert bei Casimir Funck, Die Vitamine. 
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Über Elektrodialyse. 
Bemerkungen zu der Abhandlung von H. Freundlich und L. Farmer Loeb. 


Von 
Ch. Dhör6. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universität Freiburg i. d. Schweiz.) 
(Eingegangen am 30. Oktober 1924.) 


In einer vor kurzem erschienenen Abhandlung sagen H. Freundlich und 
L. Farmer Loeb!): „Die von W. Pauli eingeführte Unterstützung der ge- 
wöhnlichen Dialyse durch den elektrischen Strom bedeutet einen wesentlichen 
Fortschritt. Die Bezeichnung Elektrodialyse (Pauli) ist der von Ruppel 
vorgeschlagenen Bezeichnung Elektroosmose vorzuziehen‘. 

Hierzu erlaube ich mir folgendes zu bemerken: Während die erwähnte 
Arbeit von Pauli im Jahre 1922 erschienen ist, habe ich schon im April 1910 
Resultate mitgeteilt?), die ich erhalten hatte durch ‚elimination des électro- 
lytes liés aux colloides sous l’action de la force de diffusion combinée à 
celle d'un champ électrique, procédé que Ton peut nommer dialyse 
électrique“. Meine Untersuchungen erstreckten sich auf Pferdeserum, 
nachdem ich kurz vorher mit Gelatine gearbeitet hatte. Es waren diese 
Untersuchungen meines Wissens die ersten Fälle, in welchen die Elektro- 
dialyse auf physiologische Kolloide angewandt wurde zum Zwecke, diese 
möglichst frei von Elektrolyten zu erhalten. Auch glaube ich zur Genüge 
dargetan zu haben, wie sehr im vorliegenden Falle dieses Verfahren der 
gewöhnlichen Dialyse überlegen ist, um die letzten Spuren von Elektrolyten 
zu entfernen). Es sei noch erwähnt, daß schon 1905 Tribot und Chrétien *) 
zur Reinigung von kolloidalem Eisenoxydhydrat ein Verfahren angewandt 
hatten, das sie ‚6slectrodialyse‘‘ benannten. 

„Dialyse électrique“‘ und ‚electrodialyse‘‘ können als synonym gelten. 
Wenn ich den Ausdruck ‚‚dialyse &lectrique‘‘ gewählt habe, so geschah es 
deshalb, weil unsere Versuchsanordnungen sich ein wenig voneinander 
unterschieden. Tribot und Chrétien dialysierten nämlich die Kolloidlösung 
in einem einseitig mit einer Membran verschlossenen Gefäße, wobei eine 
der Elektroden direkt in die zu dialysierende Kolloidlösung eintauchte, 
während ich einen beiderseitig durch Membranen verschlossenen Behälter 


1) Diese Zeitschr. 150, 522, 1924 (Zusammenfassung, 1). 

2) Dhere (in Gemeinschaft mit Gorgolewski), C. r. 150, 993, 1910. 

3) Vgl. Derselbe, Recherches sur les propriétés physico-chimiques de 
la gélatine déminéralisée; Journ. de Physiol. et Pathol. gen. 18, 157, 1911. 

4) C. r. 140, 144, 1905. 
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(aus Jenaer Geräteglas) anwandte und die Elektroden ganz in der Nähe der 
Membranen anbrachte. 

Es ist im Grunde meine Versuchsanordnung [drei Zellen!)], die von 
Pauli und seither von vielen anderen Autoren angenommen worden: ist, 
auch von Herrn Freundlich. Ferner adoptierten sie auch Lisbonne und 
Vulquin schon 1912 behufs Reinigung von Enzymen. 

Ich glaube diese Bemerkungen machen zu sollen, weil, soviel ich weiß, 
meine Untersuchungen in diesem Gebiete in deutschen Fachschriften bis 
jetzt nicht zutreffend referiert worden sind. Das dürfte die Ursache davon 
sein, daß selbst einem so erfahrenen und belesenen Kolloidforscher wie 
Herrn Freundlich meine Arbeiten nicht hinreichend bekannt geworden sind. 


1) Mein Verfahren ist übrigens dem analog, das Whiüney und Blake 
bei ihren Untersuchungen über die Wanderung des Goldhydrosols anwandten. 
Journ. americ. chem. Soc. 26, 1339, 1904. Beim Gebrauch des ‚„Glocken- 
überführungsspparats‘‘ von Bechhold findet zwar auch eine Elektrodialyse 
statt; dieser Autor macht aber keine Angaben über die Verwendbarkeit 
seines Apparats für den speziellen Zweck der Kolloidreinigung. 


Zur Frage nach den Fermenten von Utricularia vulgaris. 


II. Mitteilung?): 


Der relative Gehalt der Bläschen und Zweige von Utricularia vulgaris an 
proteoklastischen Fermenten. 


Von 
A. N. Adowa. ` 


(Aus der chemotherapeutischen Abteilung des Tropeninstituts in Moskau.) 
(Eingegangen am 15. Juli 1924.) 


Versuche?) mit einem aus der ganzen Pflanze Utricularia vulgaris 
bereiteten Extrakt zeigten, daß die Gewebe dieser Pflanze zwei proteo- 
klastische Fermente — «- und ß-Protease — enthalten. Weitere Ver- 
suche sollten den relativen Gehalt der Bläschen und Zweige der Pflanze 
an diesen Fermenten feststellen. 

Zur Untersuchung nahmen wir vollkommen entwickelte Exemplare 
von Utricularia vulgaris, die mit Wasser sorgfältig vom Schleim ge- 
reinigt worden waren. Die Bläschen wurden von den Zweigen abgetrennt 
und Salzextrakte bereitet: 1. aus den grünen, 2. aus den roten und 
blauen Bläschen, wobei die roten vorherrschten, und 3. aus den Zweigen. 

Die proteoklastische Kraft der Extrakte wurde nach Fermis?) 
Methode mittels fester Gelatineröhrchen bei alkalischer (3proz. NNHCO, 
im Medium), saurer (0,2proz. Salzsäure) und neutraler Reaktion auf 
Lackmus untersucht. Soda und Salzsäure wurden der Gelatine zu- 
gesetzt. 

Die Beobachtungen dauerten 24 Tage. Jeder Versuch wurde 
dreimal wiederholt; in den Tabellen sind die Durchschnittswerte an- 
geführt. Die Beobachtungen wurden von entsprechenden Kontroll- 
versuchen begleitet und antiseptisch (Toluol, Thymol) ausgeführt. 

Die Gelatineverdauung zeigte dasselbe Bild wie in den Versuchen 
mit dem Extrakt aus der ganzen Pflanze: d. h. die Verflüssigung verlief 


1) Mitgeteilt in einer Sitzung der Mosk. Botan. Ges. am 24. Dezember 
1923. 

2) 4. N. Adowa, diese Zeitschr. 150, 101, 1924. 

3) Cl. Fermi, Arch. f. Hyg. 55, 197, 1906. 
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kegelförmig und äußerst langsam; Diffusion des Extraktes in die er- 
starrte Gelatine wurde ebenfalls beobachtet. 


Die Ergebnisse sind in den Tabellen I bis III verzeichnet. 


Ein Vergleich der Versuchsergebnisse zeigt, daß die proteoklastische 
Kraft des Extraktes aus den Zweigen weit schwächer ist als diejenige 
des Extraktes aus den Bläschen. Konzentrationen von 50% des Ex- 
traktes aus den Zweigen und schwächere verflüssigen alkalische Gelatine 
nicht und üben eine sehr schwache Wirkung auf neutrale aus. 100proz. 
Extrakt aus den Zweigen hatte während der 24tägigen Beobachtungs- 
zeit vier- bis sechsmal weniger Gelatine verdaut als der Extrakt aus 
den Bläschen in derselben Zeitperiode. Es kann auf eine etwas erhöhte 
Aktivität des Extraktes aus den Zweigen in bezug auf alkalische Gelatine 
in den ersten 7 Tagen im Vergleich zum Extrakt aus den Bläschen 
hingewiesen werden, doch ist der Unterschied ganz unbedeutend. 


Die Verflüssigung der Gelatine unter dem Einfluß des Extraktes 
aus den grünen Bläschen und desjenigen aus den roten und blauen 
Bläschen (mit dem Überwiegen der roten) verlief in allen Versuchen 
fast in derselben Weise. 


Die Daten unserer Untersuchung stimmen mit denjenigen von 
Fermis und Buscaglionis!) Versuchen vollkommen überein: diese 
Forscher beobachteten Verflüssigung von Gelatineplättchen unter 
der Einwirkung darauf gelegter Bläschen und fehlende Verdauung 
durch andere Teile der Pflanze. 


Was nun die Frage anbetrifft, was für Gelatine am besten ver- 


daut wird, neutrale, saure oder alkalische, so wurde folgendes fest- 
gestellt: 


Saure Gelatine verflüssigte sich, wie auch in den Versuchen mit 
dem Extrakt aus der ganzen Pflanze?), unter dem Einfluß der Extrakte 
aus den verschiedenen Teilen derselben anfänglich viel energischer 
und bei schwächeren Konzentrationen als neutrale und alkalische 
Gelatine. Der energisch begonnene Verdauungsprozeß wurde jedoch 
bald schwächer, und das Bild der Verflüssigung der sauren Gelatine 
unterschied sich am 24. Tage wenig von dem am dritten Tage beob- 
achteten, wie aus Tabelle III ersichtlich ist. Etwas ganz anderes 
zeigten die Versuche mit der alkalischen und neutralen Gelatine: ob- 
gleich langsam, vollzog sich die Verflüssigung ununterbrochen im 
Laufe sämtlicher 24 Beobachtungstage. In den meisten Versuchen 
verflüssigte sich die alkalische Gelatine energischer als die neutrale. 


1) Cl. Fermi und Buscaglioni, Centralbl. f. Bakt. u. Therap., 2. Abt., 
5. H. 1, S. 26, 1899; 5, H. 4, S. 131. 


2) A. N. Adowa, diese Zeitschr. 150, 101, 1924. 
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Tabelle III. ji 


Vergleichender Einfluß des Extraktes aus den verscbiedenen Teilen der 
Utricularia vulgaris auf saure Gelatine. 





8 Verflüssigung des vollen Gelatinezylinders in mm nach Tagen. 
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Unsere Untersuchungen erlauben uns, folgende Schlüsse zu ziehen: 

L Der Salzextrakt aus den Bläschen enthält mehr «-Protease als 
derjenige aus den Zweigen. 

2. Der Extrakt aus den grünen Bläschen verflüssigt in 24 Tagen 
eine gleiche Menge alkalischer Gelatine wie der Extrakt aus einem 
Gemisch von roten und blauen Bläschen. 

3. Der Extrakt aus den grünen Bläschen verdaut eine größere 
Quantität neutraler Gelatine als der Extrakt aus den roten. 

4. Der Proteasegehalt des Extraktes aus den Zweigen ist sehr 
unbedeutend, so daß ein 50proz. Extrakt schon nicht mehr imstande 
ist, alkalische Gelatine zu verflüssigen; auf neutrale übt er eine sehr 
schwache Wirkung aus. 

5. Alkalische Gelatine erweist sich für die Gelatineverdauung mit 
100proz. Extrakt aus verschiedenen Teilen der Utricularia vulgaris 
als das günstigste Medium. Der 50-, 25- und 6proz. Extrakt aus den 
Bläschen verdaut neutrale Gelatine energischer als alkalische. 

6. Unter obigen Versuchsbedingungen legt die ß-Protease sowohl 
in den Zweigen als in den Bläschen eine noch schwächere Aktivität 
als die «-Protease an din Tag. 

7. 12- bis 6proz, Zxtrakte verflüssigen neutrale Gelatine, lassen 
jedoch alkalisch-üinverändert. 
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1) Cl. Fermi und Buscaglioni, Centralbl. f. Bakt. u. The.ap., 2. Abt., 
5. H. 1, S. 26, 1899; 5, H. 4, S. 131. 
2) A. N. Adowa, diese Zeitschr. 150, 101, 1924. 
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Tabelle III. 


Vergleichender Einfluß des Extraktes aus den verschiedenen Teilen der 
Utricularia vulgaris auf saure Gelatine. 














! 


Verflüssigung des vollen Gelatinezylinders in mm nach Tagen 

















Se 
N D 

5 ee 
> | RÉI | | | 13 I 17, 21, 24 

= P ZS i Extrakt aus den | Extrakt aus den Extrakt aus den | 

oo oz ; 7 | 

"Ha, Dei } roten 

d Pä £ rünen| und | S 7 iü 

e le d E 

E || % 3 

J N 

Z. „ Proz Bläschen 






















A EE EE i 
T re I oil | 
1 1100 I HB arier er) er | | 
Sa  Sia Sa 253 | 25 üssis | flüssis|| vp |! o Pr Sé 
TESLE IE mE ale: 
Ss ı 853 |25 | 25 ı 851% | 2 sF F ee 
4 | 125 | 3E | Së se SE | SE 3 "e E 3, | a ı 3 
release 319,91 °196 


Unsere Untersuchungen erlauben uns, folgende Schlüsse zu ziehen: 

L Der Salzextrakt aus den Bläschen enthält mehr «-Protease als 
derjenige aus den Zweigen. 

' 2. Der Extrakt aus den grünen Bläschen verflüssigt in 24 Tagen 
eine gleiche Menge alkalischer Gelatine wie der Extrakt aus einem 
Gemisch von roten und blauen Bläschen. 

3. Der Extrakt aus den grünen Bläschen verdaut eine größere 
Quantität neutraler Gelatine als der Extrakt aus den roten. 

4. Der Proteasegehalt des Extraktes aus den Zweigen ist sehr 
unbedeutend, so daß ein 50proz. Extrakt schon nicht mehr imstande 
ist, alkalische Gelatine zu verflüssigen; auf neutrale übt er eine sehr 
schwache Wirkung aus. 

5. Alkalische Gelatine erweist sich für die Gelatineverdauung mit 
100proz. Extrakt aus verschiedenen Teilen der Utricularia vulgaris 
als das günstigste Medium. Der 50-, 25- und 6proz. Extrakt aus den 
Bläschen verdaut neutrale Gelatine energischer als alkalische. 

6. Unter obigen Versuchsbedingungen legt die ß-Protease sowohl 
in den Zweigen als in den Bläschen eine noch schwächere Aktivität 
als die «-Protease an den Tag. 

7. 12- bis 6proz. Extrakte verflüssigen neutrale Gelatine, lassen 
jedoch alkalische unverändert. 


Der Pigmentumsatz im lebenden Organismus. 


I. Mitteilung: 
Die Veränderung des Chlorophylis unter der Einwirkung des Magensalter. 
Von 
M. WI. Kortschagin. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Moskauer Veterinarinstitute.) 
(Eingegangen am 14. Oktober 1924.) 


Die durch die Arbeiten von Schunk, Marchlewski, Willstätter und 
Küster festgestellte Tatsache einer engen chemischen Verwandtschaft 
zwischen dem wichtigsten Pigment der Pflanzen — dem Chlorophyll — 
und demjenigen der Tiere — dem Hämoglobin — hat seinerzeit als 
Basis zu der Voraussetzung gedient, daß zwischen ihnen nicht bloß 
eine genealogische [Nencki!)], sondern auch eine genetische Abhängig- 
keit möglich ist, im Sinne der Utilisation seitens der Tiere der von 
ihnen mit der Nahrung aufgenommenen Pflanzenpigmente zum Aufbau 
eigener Pigmente, wodurch die Frage nach dem Schicksal des vom 
lebenden Organismus mit der Nahrung aufgenommenen Chlorophylls 
hervorgerückt wurde. Doch sind die Daten, die auf experimentellem 
Wegejzu erhalten gelungen ist, bislang höchst lückenhaft und karg, 
teils infolge der Unzulänglichkeit unserer Kenntnisse über die chemische 
Natur der Pigmente im allgemeinen, teils auch, weil es uns an passenden 


Methoden fehlt und dies die experimentelle Arbeit auf diesem Gebiet 
sehr erschwert. 


Daß das von der lebenden Zelle absorbierte Chlorophyll von derselben 
verdaut wird, zeigen Zopfs?) Beobachtungen. Er beschrieb die Bildung von 
roten und braunroten Pigmenten im Körper von Amöben bei der Verdauung 
chlorophyllhaltiger Substanzen. Einige Tatsachen gibt es auch in bezug 

1) M. Nencki, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 29, 2877. 

2) W. Zopf, Beitr. z. Physiol. u. Morphol. niederer Organismen 4, 1894 
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auf Insekten. So zeigte Pulion!) mittels des Spektroskops, daß bei den 
Lepidopteren das Blut der Raupen Chlorophyll in mehr oder minder ver- 
änderter Form enthält, und daß grüne und braune Pigmente sich in ihnen 
hilden können, wenn die Raupen chlorophyli- oder etiolinhaltige Nahrung 
erhalten. Pulton hält dies auch in bezug auf die Schmetterlinge für richtig, 
bei denen er mittels des Spektroskops Zerfallsprodukte des Chlorophylis 
fand. v. Linden?) beobachtete etwas Ähnliches bei Vanessae io und utricae. 
Seinen Beobachtungen nach bilde sich das in den Geweben der Larven und 
Raupen befindliche rote Pigment im Epithel des Darmes aus Chlorophyll, 
während der Verdauung enthält der Darm der Raupen einen grünen Brei, 
der das Spektrum des Chlorophylis gebe, während das Darmepithel sich 
unter dem Mikroskop voll von Tröpfchen grünen oder grünlich gelben 
Pigments erweist, die das Spektrum des Pheophytins gewahren lassen. 
Im weiteren gelang es ihm, zu beobachten, daß dieses Pigment im Darm- 
epithel in ein rotes übergeht. Nicht viel gründlicher sind unsere Kenntnisse 
in bezug auf das Schicksal des Chlorophylis im Organismus der höheren 
Tiere. Im Jahre 1904 gelang es Marchleweki?), aus Schafexkrementen ein 
seinen chemischen Eigenschaften nach dem Phylloporphyrin sehr ähnliches 
Pigment, das Phylloerythrin, zu isolieren, welches ein Umwandlungsprodukt 
des Chlorophylis zu sein scheint, da das Phylloerythrin aus den Exkrementen 
verschwand, wenn die Tiere chlorophylifreie Nahrung erhielten. Später 
bewies Marchlewski*), nachdem er das erwähnte Pigment mit dem von 
Mac Munn?) und Gangee®) in der Galle entdeckten Cholohämatin [Loebischs 
und Fischlers?) Bilipurpurin] verglichen hatte, deren Identität. An einem 
Schaf mit angelegter Gallenfistel wurde von Marchlewski!) dargeten, daß 
die Absonderung von Cholohämatin mit der Galle nur dann stattfindet, 
wenn das Tier mit chlorophylihaltiger Nahrung gefüttert wird. 


Auf Grund dieses Materials können wir nur den Schluß ziehen, 
daß das mit der Nahrung aufgenommene Chlorophyll in der Tat im 
Magen-Darmtraktus zuerst gewisse Umwandlungen erfährt, dann 
resorbiert wird; was für Produkte aber als Resultat seiner Verdauung 
erhalten werden und in welcher Gestalt es resorbiert wird, bleibt bis 
jetzt ein Rätsel. 

Die Aufgabe der vorliegenden Arbeit, die ich auf den Vorschlag 
und unter der unmittelbaren Leitung des Direktors des Laboratoriums, 
Prof. Dr. S. J. Demianowskiı, dem ich hier meinen lebhaftesten Dank 
ausspreche, ausgeführt habe, war, eine der Umwandlungsphasen des 
mit der Nahrung aufgenommenen Chlorophylis im Magen-Darmkanal 
der höheren Tiere aufzuhellen. 


1) Pulton, Proc. Roy. Soc. 54, 1893. 

2) M. von Linden, Morphologische und physiologische Untersuchungen 
über die Pigmente der Lepidopteren, Pflügers Arch. 4, 1, 1903. 

3) L. Marchlewski, Zeitschr. f. phys. Chem. 41, 33, 1904. 

4) Derselbe, ebendaselbst 48, 464, 1904. 

5) Mac Munn, The Spectroscope in Medicine. London 1880. 

+) Gangee, Die physiologische Chemie der Verdauung usw. Leipzig 1897. 

7) Loebisch und Fischler, Sitzungsber. d. Kais. Akademie der Wissen- 
schaften in Wien 112, 159, 1903. 

8) L. Marchlewski, Zeitschr. f. phys. Chem. 45, 40, 1906. 
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Unter dem Namen Chlorophyll versteht man heutzutage ein 
Gemisch von zwei grünen Pigmenten des Farbstoffs der Blätter, der 
Chlorophylikomponente a und der Chlorophylikomponente b. Beide 
Komponenten stehen einander chemisch sehr nahe urd stellen organische 
Carboxyle enthaltende Magnesiumverbindungen vor, von denen das eine 
nach dem Äthertypus mit dem Alkohol Phytol!) verbunden ist. Das 
nähere Studium der Umwandlungsprodukte des Chlorophylis unter der 
Einwirkung äußerer Agenzien leitet zu der Voraussetzung, daß das Chloro- 
phyll sich in zwei Richtungen auch unter der Einwirkung von Magensaft 
verändern kann. Vor allem dürfte man die Abspaltung des Magnesiums 
unter Bildung von Phäophytin erwarten, worauf man auch die Bildung 
des folgenden Produktes nach dem Schema der Chlorophylispaltung, 
des Phäophorbids, durch Abspaltung des Phytols annehmen darf; 
dies erscheint besonders wahrscheinlich im Zusammenhang mit der 
Bildung von Phäophorbid auf fermentativem Wege, unter gewissen 
Umständen in den Blättern selbst (Chlorophyllase, Willstätter.. Auf 
die Auffindung dieser zwei Verbindungen — des Phäophytins und des 
Phäophorbids — in den Reaktionsprodukten war unsere ganze Auf- 
merksamkeit gerichtet. 


Die Spaltung des metallorganischen Komplexes im Chlorophyll 
unter Abspaltung des Magnesiums zu entdecken, gelingt auf spektro- 
skopischem Wege leicht, da im Spektrum ein scharfer Absorptionsstreifen 
neben der Linie E erscheint, welcher für alle magnesiumfreien Derivate 
des Chlorophylils charakteristisch ist. Zur Auffindung der Phäophorbide 
gibt es, wie bekannt, zwei Verfahrungsweisen: die Basizitätsprobe?®) 
und das Extrahieren mit n/100 KOH’). Außer diesen zwei Methoden 
arbeiteten wir noch eine dritte, der von Willstätter zur Aufdeckung 
der Chlorophyllide vorgeschlagenen analoge, aus. Dieselbe beruht auf 
der Unlöslichkeit der Phäophorbide in Petroläther. Es erweist sich, 
daß, wenn zu einer Acetonlösung von Phäophorbid Petroläther und 
danach Wasser im Überschuß zugegeben wird, an der Oberfläche sich 
eine petrolätherische Schicht bildet, die ganz farblos ist, während das 
in der wässerigen Lösung nicht in Suspension gehaltene Phäophorbid 
sich niederschlägt. Unter denselben Bedingungen geht das sämtliche 
Chlorophyll in den Petroläther über. Die Bestimmung selbst wird 
folgendermaßen ausgeführt: Von der Chlorophyll oder Phäophytin 
enthaltenden Versuchsflüssigkeit werden in bestimmten Zeiträumen 
einzelne Proben genommen und wird das Pigment derselben in Aceton 


1) R. Willstätter und A. Stoll, Untersuchungen über Chlorophyll, Berlin 
1913, S. 8. 

2) Dieselben, ebendaselbst 1913, S. 176. 

3) Dieselben, ebendaselbst 1913, S. 286. 
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übergeführt. Die Acetonlösung wird mit Petroläther und einem Wasser- 
überschuß versetzt. In den Fällen, wo in der Versuchsflüssigkeit Ab- 
spaltung von Phytol vom Chlorophyll (Phäophytin) und Bildung von 
Phäophorbid stattgefunden hat, wird die Färbung der Petroläther- 
schicht mit jeder nachfolgenden Probe weniger intensiv und der Nieder- 
schlag voluminöser. Im entgegengesetzten Falle zeigt ein kolori- 
metrischer Vergleich der oberen gefärbten Schichten keinen Unterschied. 

Anfänglich wurden die Versuche mit einem Präparat von isoliertem 
Chlorophyll angestellt, das wir nach Willstätters und Stolls Verfahren 
als sogenanntes Rohchlorophyll erhielten. Dieses Verfahren liefert 
kein ganz reines Präparat, doch war absolute Reinheit zum Zwecke 
der Versuche auch nicht notwendig. Bei den Versuchen wandten wir 
das von uns erhaltene Präparat in wässeriger kolloidaler Lösung an, 
die wir folgendermaßen darstellten. Eine gewisse Menge des Präparats 
wurde in einer minimalen Quantität Aceton aufgelöst und die so er- 
haltene Acetonlösung vielfach mit Wasser verdünnt. Dabei verlor 
die Flüssigkeit ihre charakteristische rote Fluoreszenz, wurde grünlich 
trübe und opaleszent. Es entstand eine wässerige kolloidale Chlorophyll- 
lösung. Um die Lösung vom Aceton zu befreien, destillierte man sie 
1 Stunde lang im Vakuum bei 35°. Da die kolloidale Chlorophyllösung 
beim Zusatz von Magensaft koagulierte, so versetzte man die Lösung 
vor dem Versuch mit einer Gelatinelösung als Schutzkolloid. Die auf 
diese Weise bereitete Lösung wurde mit Hundemagensaft vermischt 
und für 3 bis 12 Stunden in den Thermostaten gestellt; die Temperatur 
war 37°. Die Verdauungsprodukte wurden mit Äther ausgezogen und 
nach den oben erwähnten Methoden auf die Gegenwart von Phäo- 
phorbiden untersucht. In einer langen Versuchsreihe gaben alle Proben 
ein negatives Resultat, d. h. es gelang keinmal, Bildung von Phäo- 
phorbiden wahrzunehmen. 

Der ätherische Extrakt der Verdauungsprodukte war in allen 
Fällen olivgrün gefärbt; im Spektrum trat scharf ein Streifen neben Æ 
hervor, der auf die Abspaltung des Magnesiums hinwies. Ein genaues 
Spektrogramm der Lösung zeigt ein Spektrum, das mit dem dem 
Phäophytin zugeschriebenen (Tabelle III) zusammentrifft. 

Da diese Versuche mit einem Chlorophylipräparat angestellt 
wurden, so wurde behufs größerer Annäherung an die natürlichen 
Bedingungen eine Reihe von Versuchen mit der Verdauung des in den 
Blättern selbst befindlichen Chlorophylis eingeleitet. Es wurden zum 
Versuch ebensolche Blätter von Lamium alb. benutzt, wie zur Dar- 
stellung des Chlorophyllpräparats gedient hatten ` sie wurden getrocknet 
und zermahlen und 7 bis 14 Stunden lang bei 37° mit Magensaft 
digeriert. Darauf wusch man die Salzsäure ab, kochte das Gemisch 
behufs Zerstörung der Fermente, extrahierte es mit Aceton und unter- 
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suchte den Extrakt auf gewöhnliche Weise auf Phäophorbide. Die 
Resultate der Versuchsreihe sind in Tabelle I (Probe a") zusammen- 
gestellt. 











Tabelle I. 
|| Probe ua | Probe Jr Probe e 
Be Fe == = = eh rs; ar we ST a Ve a ee Veen NET d — Z 
Versuch 1 ..... | ++ | 
a De ER ++ Eu gt 
b Se ++ +4 | es 
a TEE | + | + i a 
. Dan | + ++ 
Das Zeichen — bezeichnet eine negative Reaktion. 
za :, + Se „ schwach positive Reaktion. 
sn IT ++ sn sn positive Reaktion. 


Somit hatte Phytolabspaltung stattgefunden, allerdings in geringem 
Maße, was man aus der schwachen Intensität der Reaktion schließen 
kann. 


Um aufzuhellen, auf Kosten welches Agenten — des Magen- 
saftes oder der Chlorophyllase der Blätter selbst — die Phytolabspaltung 
in diesem Falle stattgehabt hatte, stellten wir Proben mit Blättern 
und einem Zusatz von aufgekochtem Magensaft (Tabelle 1, Probe H" 
und gekochten Blättern und ungekochtem Magensaft (Tabelle I, Probe ,,c“) 
an. Wie aus derselben Tabelle ersichtlich ist, gaben die Proben ‚,‚b‘ stets 
ein positives Resultat, kein geringeres und zuweilen ein bedeutenderes 
als die Proben A" (Versuch 5), während die Proben ,c“ stets negativ 
waren, d. h. daß die Phytolabspaltung, wie es scheint, tatsächlich 
auf Kosten der Chlorophyllase vor sich geht, an der gerade die Lamium- 
blätter sehr reich sind. 


Auch in diesem Falle ließ die spektroskopische Untersuchung des 
Extraktes aus verdauten Blättern Absorptionsstreifen neben der 
Linie E und zwischen F und E gewahren, welche für magnesiumfreie 
Produkte charakteristisch sind, und zeigt das detaillierte Spektrogramm 
ein Spektrum, welches mit dem des Phäophytins zusammentrifft 
(Tabelle III). 


Da alle oben beschriebenen Versuche mit dem Magensaft des 
Hundes, folglich eines Fleischfressers, ausgeführt wurden, und es 
nicht möglich war, den Resultaten derselben eine allgemeingültige 
Bedeutung zuzuschreiben, so unternahmen wir eine Reihe Unter- 
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suchungen mit dem Mageninhalt von Pflanzenfressern, und zwar von 
Kaninchen und Rindern. Der Mageninhalt frisch getöteter Tiere wurde 
gewaschen, behufs Zerstörung der Fermente gekocht, etwas getrocknet 
und mit Aceton ausgezogen. Den Extrakt untersuchte man auf die 
Gegenwart von Phäophorbiden auf die gewöhnliche Weise. Die Re- 
sultate sind in Tabelle II zusammengestellt. 


Tabelle II. 








i Petrolätherprobe | KOH n/100 


| 
Kaninchen 1 .... | 














III+ 
III+ 


Nur beim Kaninchen 1 erwiesen sich im Mageninhalt Spuren von 
Phäophorbyden; in den anderen Fällen war das Resultat ein negatives, 
d. h. der Magensaft selbst, sowohl des Kaninchens als des Rindes, 
erwies sich, wie es scheint, unfähig, Phytol abzuspalten. Die Spuren 
von Phäophorbiden im Mageninhalt des Kaninchens 1 lassen sich auf 
Grund der vorhergegangenen Versuche vielleicht durch die Einwirkung 
der Chlorophyllase der Blätter erklären. 


Die spektroskopische Untersuchung der Extrakte des Magen- 
inhalts zeigte im Spektrum einen für magnesiumfreie Produkte charak- 
teristischen Streifen neben EZ, und die genaue Messung ergibt ein 
Spektrum, das, wie in allen vorhergehenden Fällen, mit dem Spektrum 
des Phäophytins koinzidiert (Tabelle III). 


Schlußfolgerung. 


Unter der Einwirkung des Magensaftes auf das Chlorophyll, sowohl 
das isolierte als das in Blättern befindliche, in vivo wie auch in vitro, 
verliert dieses sein Magnesium und geht in magnesiumfreie Produkte, 
soweit man auf Grund der spektroskopischen Untersuchung urteilen 
kann, dem Anschein nach in Phäophytin, über. 


Bei der Einwirkung von Magensaft auf Chlorophyll gelingt es nicht, 
Bildung von Phäophorbiden wahrzunehmen. Dies kann in unbedeuten- 
dem Maße bei der Einwirkung von Magensaft auf das in Blättern 
befindliche Chlorophyll der Fall sein. Der Grund davon liegt nicht 
etwa in besonderen Eigenschaften des Magensaftes, sondern im Vor- 
handensein eines entsprechenden Ferments (Chlorophyllase) in den 
Geweben der Blätter selbst. 


516 M. WI. Kortschagin: Pigmentumsatz im lebenden Organismus. I. 





Tabelle III. 
Absorption: ` Päif: | lern, | Blitter 1 Magepinba 
EEN Willstätter!) Magensaft + Magensaft Kaninchens 3 
l | 688—640 690—640 687—642 
2 622—597 620—600 620—600 
3 569—556 570—555 570—560 
4 542—525 542—527 542—527 
? 515—488—459 515— 5l4— 





aa a a SS or. 
ne 1245258 1>4>2>3/1>4>2>3 1>4>2>3 


streifens ? 








1) Wüùlstätter und Hochleder, Lieb. Ann. 854, 205, 1907. 





Zum Problem der Säurebildung durch Aspergillus niger. 
(Vorläufige Mitteilung). 


Von 
K. Bernhauer. 


(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der deutschen Universität 
in Prag.) 


(Eingegangen am 31. Oktober 1924.) 


Die Mitteilung von R. Falck und S. N. Kapur ‚Über die Glucon- 
säurebildung bei Fadenpilzen‘‘!), sowie die Mitteilung von K. Wehmer 
über die „Oxalsäure- und Citronensäureentstehung in ihrer gegen- 
seitigen Beziehung bei verschiedenen Rassen des Pilzes Aspergillus 
niger‘‘2) veranlassen mich dazu, über einige Ergebnisse einer im 
Oktober 1923 begonnenen Untersuchung über die Säurebildung bei 
Aspergillus niger hier kurz zu berichten. 

Die Bildung von Gluconsäure aus Glucose (die sogenannte ‚‚Glucon- 
säuregärung‘‘) durch die Einwirkung bestimmter Bakterien [Myco- 
derma aceti bzw. Micrococcus oblongus nach Boutroux?)] ist eine be- 
kannte Tatsache. — Ich konnte nun völlig unabhängig von der Unter- 
suchung von Falck und Kapur gleichfalls feststellen, daß die in den 
Kulturen von Aspergillus niger auf Rohrzucker auftretende dritte 
Säure‘‘ Gluconsäure darstellt. 

1. Die Abscheidung und Identifizierung der Gluconsäure erfolgte in 
folgender Weise (von Falck und Kapur wurde ein prinzipiell analoges 
Verfahren angewendet): Nach dem genauen Neutralisieren der Kultur- 
flüssigkeit mittels CaCO, und schließlich mit Ca (O H), auf dem Wasser- 
bade, Abfiltrieren des eventuell abgeschiedenen Ca-Oxalats und Ca- 
Citrats und starkem Eindampfen der Lösung wurde das Ca-Salz der 
Gluconsäure durch Zusatz von Alkohol als halbfeste Masse ausgefällt, 
die nach einigem Stehen im verschlossenen Kolben zu einem festen 
Kristallkuchen erstarrte.e. Das so erhaltene Rohprodukt kann durch 
Auflösen in Wasser auf dem Wasserbade, längeres Kochen mit Tier- 
kohle und Versetzen des noch warmen Filtrats mit einer zuvor ermittelten 


1) R. Falck und S. N. Kapur, B. 57. 920, 1924. 

2) K. Wehmer, B. 57, 1659, 1924. 

3) L. Boutroux, C. r. 91, 236, 1880; zitiert nach F. Czapek, Biochemie 8, 
64, 1921. 
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Menge Alkohol umkristallisiert werden. Durch zwei- bis dreimalige 
Wiederholung dieser Operation erhält man ein rein weißes Produkt, 
das sich in warmem Wasser völlig farblos auflöst und keine Spur von 
Reduktionsvermögen gegenüber Fehlingscher Lösung zeigt. Die Kristal- 
lisation besteht aus feinen, meist mikroskopisch kleinen Nadeln, die 
zu Sphärokristallen vereinigt sind. Bei langsamem Auskristallisieren 
entstehen vielfach große Kristallwarzen, die aus Büscheln feiner, langer 
Nadeln bestehen, die auch mit unbewaffnetem Auge sehr gut erkennbar 
sind. 

Die Bestimmung des optischen Drehungsvermögens ergab einen 
Wert von 10,4%; Falck und Kapur fanden für ihr Produkt 9,7%, Nef!) 
fand für das Ca-Salz der Gluconsäure 10,5°. 

0,1995 g Substanz gaben 0,0254 g CaO; 


Ca(CsH,ı0,) + H0. Ber.: 12,51 Proz. CaO; 
Gef.: 12,74 „ CaO. 


0,1849 g Substanz gaben 0,2203 g CO,, 0,0902 g H,O; 
(CeH1107)2Ca + H,O. Ber.: C 32,14 Proz., H 5,39 Proz. 
Gef.: C 32,50 ,, H 5,46 „ 

Die Darstellung des Phenylhydrazids der Gluconsäure gelang sehr 
gut nach dem Verfahren von Æ. Fischer und Passmore?). Das erhaltene 
Produkt zeigte die gleichen Eigenschaften, die die erwähnten Autoren 
als charakteristisch für Gluconsäurephenylhydrazid bezeichnen. 
Schmelzpunkt gegen 198°. 

0,2007 g Substanz gaben 0,3688 g CO,, 0,1lölg H,O; 

Ca Hig O6 As Ber.: C 50,35 Proz., H 6,34 Proz. 
| Gef.: C 50,13 „ H6,42 , 

Darstellung von Zuckersäure. Obwohl durch die bisher mitgeteilten 
Versuche bereits so gut wie völlig gesichert war, daß es sich bei der 
fraglichen Substanz um das Ca-Salz der Gluconsäure handle, wurde 
als letzter Beweis noch die Oxydation mit Salpetersäure vorgenommen. 
Dies wurde auch deshalb durchgeführt, um die Vermutung Butke- 
witschs®), daß es sich bei der „dritten Säure‘‘ um eine der Parasaccharin- 
säure ähnliche Substanz handeln könne, völlig zu entkräften. 

Die Oxydation mit konzentrierter Salpetersäure (1,4) führte 
ebenso wie die Oxydation mit verdünnter Salpetersäure (1,2) stets zu 
einer zweibasischen Säure, die als Zuckersäure erkannt werden konnte. 
Die Oxydation wurde in ähnlicher Weise wie von Kont und Löffler?) 
(„Oxydationsprodukte des Parasaccharins‘‘) durchgeführt. Je 1 Teil 
Substanz wurde mit 3 Teilen Salpetersäure (1,2) bei 50 bis 55° etwa 


1) Nef, A. 857, 214, 1907. 

2) E. Fischer und Passmore, D 22, 2728, 1889. 
3) Butkewitsch, diese Zeitschr. 142, 195, 1923. 
t) Kiliani und Löffler, B. 87, 3612, 1904. 
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7 Stunden lang erwärmt; das Reaktionsprodukt mit CaCO, und 
schließlich mit Ca(OH), genau neutralisiert, auf dem Wasserbade 
etwas eingeengt und mit Alkohol versetzt. Die entstehende voluminöse 
Fällung wurde nach dem Absaugen in größeren Mengen Wasser auf 
dem Wasserbade durch längeres Digerieren gelöst, die gelb bis braun 
gefärbte Lösung durch Kochen mit Tierkohle entfärbt. Nach einigen 
Tagen beginnt das Ca-Salz der Zuckersäure auszukristallisieren, kleine, 
kurze Nadeln, zu Sternchen und Büscheln vereinigt, größere Kristalle 
sehr deutlich keilförmig. 
0,1946 g Substanz gaben 0,0409 g CaO; 


Ca. Geet + HO. Ber.: 21,06 Proz. CaO; 
Gef.: 21,02 , CaO. 


0,2107 g Substanz gaben 0,2077 g CO, 0,0738 g H,O. 
Ca.C,H,0, + HO. Ber.: C 27,06 Proz., H 3,79 Proz. 
Gef.: C 26,89 „, H 3,92 , 


Darstellung des Lactons der Zuckersäure durch Zerlegung des Ca- 
Salzes mittels Oxalsäure und Einengen der Lösung auf dem Wasser- 
bade; nach einigen Tagen kristallisiert das Lacton in schönen großen, 
wasserklaren Kristallen aus. Schmelzpunkt 128°. 

0,1845 g Substanz gaben 0,2517 g CO, 0,0712g H,O. 


C,H,0,. Ber.: C 37,49 Proz., H 4,2 Proz.; 
Gef.: C 37,22 ,, H 4,32 „ 


2. Die Bedingungen für das Auftreten der Gluconsäure in den 
Kulturen von Aspergillus niger wurden durch eine größere Anzahl 
von Versuchen genau festgelegt. Mit Hilfe einer bestimmten Methode 
gelang es z. B., aus 5g Rohrzucker (10 Proz.) innerhalb 5 bis 7 Tagen 
3 bis 3,6g Ca-Gluconat zu erhalten, entsprechend einer Ausbeute von 
60 bis 72 Proz. an Rohprodukt; unter etwas anderen Bedingungen 
56 Proz. (sogar in 3 Tagen). Ferner mag mitgeteilt werden, daß das 
von Falck und Kapur (Michael) festgestellte Wärmeoptimum von 220 
für Wachstums- und Gluconsäureanhäufungsvermögen für den eigenen 
Aspergillus niger-Stamm (Stamm I, s. unten) nicht bestätigt werden 
kann, dieses liegt für den untersuchten Pilzstamm bei 30°. Die ein- 
gehendere Mitteilung des eingeschlagenen Verfahrens und der dies- 
bezüglichen Versuche behalte ich mir für die später folgende Dar- 
stellung des vorliegenden Problems vor. 


3. Versuche zum Beweise der Ansicht, daß die Gluconsäure tatäschlich 
ein Zwischenprodukt bei der Bildung der C’itronensäure darstellt, verliefen 
vorläufig ziemlich negativ. Es wurde hierbei von der aus den Pilz- 
kulturen. abgeschiedenen und gereinigten Gluconsäure ausgegangen ; 
unter den eingehaltenen Bedingungen bildete der Pilz aus der freien 
Gluconsäure bloß etwas ÖOxalsäure, aus dem Na-Salz bedeutende 
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Mengen Na-Oxalat, aus dem Ca-Salz nicht sehr erhebliche Mengen 
Ca-Oxalat, das sich sofort an und in der Pilzdecke abschied. Buike- 
witsch (l. c.) gelang es gleichfalls nicht, seinen Aspergillus niger-Stamm 
zur Citronensäurebildung aus Gluconsäure zu veranlassen. Die Mit- 
teilung von Falck und Kapur, daß in den Kulturen ein Abfall der Menge 
der Gluconsäure mit einem Anstieg des Ca-Citratgehaltes Hand in 
Hand gehe, kann noch nicht als voller Beweis dafür angesehen werden, 
daß die Gluconsäure tatsächlich eine Vorstufe der Citronensäure im 
Stoffwechsel der Pilze darstellt. Ich möchte hier zugleich darauf hin- 
weisen, daß die Bedingungen für die Bildung und Anhäufung der 
Citronensäure durch Aspergillus niger trotz vieler Untersuchungen 
noch völlig ungeklärt sind. In diesem Zusammenhang möchte ich noch 
mitteilen, daß in den Kulturen der Pilze unzweifelhaft noch andere 
Stoffwechselprodukte auftreten. 

Nach eigenen Analysenergebnissen erscheint das Auftreten eines 
Fehlingsche Lösung reduzierenden Körpers recht wahrscheinlich, da 
in Kulturen auf Rohrzucker vielfach das Reduktionsvermögen stark 
ansteigt und bedeutend höher ist, als dem vorhandenen Zucker ent- 
sprechen würde; vorläufig gelang es noch nicht, einen entsprechenden 
Körper zu fassen. 

4. Hinsichtlich der physiologischen Verschiedenheiten verschiedener 
Stämme von Aspergillus niger sei folgendes mitgeteilt: Es konnte 
festgestellt werden, daß ein Stamm von Aspergillus niger (I.) unter 
bestimmten Bedingungen fast ausschließlich Gluconsäure bildet, ein 
anderer Stamm (II.) unter gleichen Bedingungen ausschließlich Citronen- 
säure.. Die Kulturen dieser Stämme gaben nach l2tägiger Kultur- 
dauer bei 25° (560ccm Nährlösung, 10 Proz. Rohrzucker, 0,15 Proz. 
Pepton, Salze) folgende Analysenwerte: 














f Acidität: Verbrauch 








| n/10 NaOH | Ca»Oxalat | Ca-Citrat | Gluconsaures Ca 
e eem g a Me aan. S 
Stamm I.... 136,5 : 000888 | 0,2370 1,84 
TRE GEESS 90,3 g 0,7036 o 
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Es scheint demnach eine gewisse Analogie zu den von Wehmer 
beschriebenen Stämmen vorzuliegen, von denen die einen vornehmlich 
Citronensäure, die anderen Oxalsäure bilden. Wenn Wehmer von 
„Citronensäure- und Oxalsäurebildnern“ spricht (cl so müßte der 
von mir untersuchte Stamm I als ‚„Gluconsäurebildner‘‘ bezeichnet 
werden, da auch in älteren Kulturen desselben die Gluconsäure weitaus 
überwiegt. Wieweit eine solche Klassifikation berechtigt ist, müssen 
erst weitere Versuche zeigen. Jedenfalls kann hier schon mitgeteilt 
werden, daß den Kulturbedingungen für die Richtung, in der die Säure- 
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bildung vor sich geht (gemessen an ihrer Anhäufung in der Kultur- 
flüssigkeit), eine viel größere Bedeutung beizumessen ist, als Wehmer 
annimmt. Unter bestimmten anderen Bedingungen (als oben erwähnt) 
bildet nämlich Stamm II gleichfalls fast ausschließlich Gluconsäure, 
wenn auch in geringerer Menge und erheblich langsamer als Stamm I 
unter gleichen Bedingungen. Unter anderen Bedingungen bildete 
Stamm I wiederum ausschließlich Oxalsäure [z. B. 1,2g Ca-Oxalat 
aus 10proz. Rohrzuckerlösung (5 g) in 5 Tagen]. In diesem Zusammen- 
hange sei noch mitgeteilt, daß Stamm I durch Umzüchtung auf Citronen- 
säure sein Vermögen zur Oxalsäureanhäufung in Zuckerlösungen (ohne 
Basen) fast gänzlich verlor, während der ursprüngliche Stamm unter 
gleichen Bedingungen immerhin eine sehr deutliche Befähigung hierzu 
besitzt. Es ist wohl möglich, wenn auch nicht erwiesen, daß die ein- 
zelnen sogenannten ‚Rassen‘ von Aspergillus niger vielleicht nur 
deshalb Verschiedenheiten in ihrem physiologischen Verhalten zeigen, 
weil die Impfkulturen mitunter jahrelang unter verschiedenen Be- 
dingungen gezüchtet wurden; es besteht wohl die Möglichkeit, daß 
sich vielleicht die einzelnen ‚Rassen von Aspergillus niger durch 
bestimmte Züchtungsbedingungen ineinander überführen ließen. Im 
übrigen verweise ich auf die später folgende Publikation meiner Unter- 
suchungen über den vorliegenden Problemkomplex. 


Berichtigung 
zur Mitteilung von J. K. Parnas und J. Heller, diese Zeitschr. 182. 
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